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Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria fixadora de nitrogênio (diazotrófica) 
encontrada no interior de diversas plantas de interesse agrícola como o milho, arroz, 
trigo, sorgo, cana-de-açúcar, entre outras. Através do sequenciamento genômico 
deste organismo foi possível a identificação de genes que codificam produtos 
potencialmente envolvidos na degradação de compostos aromáticos Estes genes 
também podem estar relacionados com a comunicação planta-bactéria. Fenol é um 
poluente ambiental de distribuição mundial, de baixa taxa de degradação e de alta 
toxicidade para microrganismos. A tolerância a este composto aromático envolve 
diversos mecanismos como alterações na membrana plasmática, alterações na 
transcrição de genes, bombas de efluxo, entre outros. Neste contexto, o presente 
trabalho verificou  que a bactéria  H. seropedicae apresenta tolerância a fenol em  
concentrações iguais ou inferiores a 2,5 mM. Análise de transcriptoma por RNA-seq 
de células incubadas na ausência ou presença de 5 mM de fenol indicou que 485 
genes estavam diferencialmente expressos dos quais 275 estavam induzidos e 210 
reprimidos. Entre os genes mais induzidos na presença de fenol estão presentes os 
genes que codificam para biossíntese de exopolissacarídeos (EPS), transportadores 
ABC, genes envolvidos na degradação de flavonoides e compostos aromáticos. Os 
resultados indicam que estes genes ativados agem em resposta a adição ao fenol 
tentando minimizar os efeitos causados no metabolismo de H. seropedicae podendo 
ser atribuídos a eles a tolerância a concentrações elevadas de fenol e também como 





























Herbaspirillum seropedicae is a nitrogen fixing bacteria (diazotroph) found in 
endophytic association with important agricultural crops such as maize, rice, wheat, 
sorghum, sugar cane and others. The genome of H. seropedicae strain SmR1 was 
sequenced allowing the identification of genes coding for proteins potentially involved 
in degradation of aromatic compounds. These genes also may be involved in plant-
bacteria communication. Phenol is an environmental pollutant found in different world 
regions, showing high toxicity and low degradation rate. Some microorganisms show 
phenol tolerance through mechanisms involving modification of their cellular 
membrane, transcription activation, efflux pumps, among others. In this work, we 
determine that H. seropedicae is able to grow in the presence of up to 2.5 mM phenol. 
Transcriptome analysis (RNA-seq) of cells incubated in the absence or presence of 5 
mM phenol showed that 485 genes were differentially expressed (275 genes were 
induced and 210 genes were repressed). Among the induced genes are those 
involved in exopolysaccharides metabolism (EPS), ABC transporters, flavonoids and 
aromatic compounds degradation. The results suggested that the activated genes in 
response to phenol minimize its effect on the H. seropedicae metabolism allowing the 
establishment of an energetic state allowing the bacterial growth. 
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1.1.  Herbaspirillum  
 
Bactérias do gênero Herbaspirillum pertencem ao grupo das β-proteobactérias 
e muitas são fixadoras de nitrogênio e colonizadoras endofíticas de diversas plantas  
(DÖBEREINER, 1992; DÖBEREINER et al., 1993). O gênero inclui diversas espécies, 
entre elas Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1986), H. rubribalbicans 
(BALDANI et al.,1996), Herbaspirillum espécie 3 que não apresenta capacidade de 
fixação de nitrogênio (BALDANI et al.,1996; GILLIS et al., 1990), H. frisingense 
(KIRCHHOF et al., 2001) e H. lusitanum (VALVERDE et al., 2003). Recentemente, 
uma espécie de Herbaspirillum, isolada a partir de sedimento de solo recolhido em um 
córrego perto de uma região industrial em Cheongiu na Coréia, apresentou a 
capacidade de degradar de forma eficiente fenol, clorofenóis e utilizar estes como 
única fonte de carbono embora não realizasse a fixação de nitrogênio. Esta nova 
espécie foi denominada Herbaspirillum chlorophenolicum (IM et al., 2004). Entre as 
diversas espécies descritas de Herbaspirillum, H. seropedicae e H. rubrisubalbicans 
são as mais estudadas. 
 
1.2.  Herbaspirillum seropedicae 
 
Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria fixadora de nitrogênio (diazotrófica), 
encontrada  no interior de diversas plantas de interesse agrícola como o milho (Zea 
mays), arroz (Oryza sativa), trigo (Triticum aestivum), sorgo (Sorghum bicolor), cana-
de-açúcar (Saccharum officinarum), entre outras (BALDANI et al., 1986). É 
classificada como “promotora de crescimento vegetal”. Experimentos com inoculação 
de H. seropedicae em arroz resultaram em um aumento no conteúdo de nitrogênio em 
grãos e no desenvolvimento do sistema radicular (BALDANI et a.l, 2000; RONCATO-
MACCARI et al., 2003). 
Através do sequenciamento genômico de H. seropedicae SMR1 (PEDROSA et 
a., 2011), um mutante espontâneo da estirpe Z78 resistente à estreptomicina 




genoma. Com a análise do genoma foram identificados genes que codificam produtos 
envolvidos potencialmente na degradação de compostos aromáticos (FIGURA 01)  
como por exemplo: benzoato, benzamida, benzonitrilo, hidroxi-benzoato de metila e 
ácido vanílico. Foram encontrados também genes que codificam para uma via de 
degradação do ácido nicotínico semelhante ao de Pseudomonas putida (JIMÉNEZ et 
al., 2008) e genes envolvidos na via meta para um composto fenólico ainda 
desconhecido (PEDROSA  et al., 2012). Estes genes podem estar relacionados com a 
comunicação planta-bactéria durante o processo de interação entre os organismos ou 
estar diretamente envolvidos na degradação de diferentes compostos aromáticos 
(PEDROSA  et al., 2011). 
 
 
FIGURA 01. VIAS DE DEGRADAÇÃO DE COMPOSTOS AROMÁTICOS IDENTICADOS NO 








1.3.  COMPOSTOS AROMÁTICOS 
 
As bactérias estão expostas a uma série de fatores , como a presença de 
substâncias tóxicas que podem fazer com que as condições de vida sejam muito 
distantes das ideais. Entre estas substâncias estão presentes os compostos 
aromáticos como, por exemplo, fenol e seus derivados que são poluentes ambientais 
de distribuição mundial, de baixa taxa de degradação no ambiente e de alta toxicidade 
para microrganismos, flora e fauna aquática (PAISIO et al., 2009; SEO et al., 2009; 
BONFÁ et al., 2013). Os fenóis são compostos orgânicos que possuem o grupo 
hidroxila ligado ao carbono do núcleo benzênico e são considerados como poluentes 
prioritários pela Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (USEPA,1989) 
que determinou que o nível de fenol em águas ambientais, não deve ser superior a 
3,5 mg/L e também pela Agência de Substâncias Tóxicas e Registro de Doenças 
(ATSDR,1998). Contaminação por fenol vem de muitas indústrias como petroquímicas 
e refinarias de petróleo, indústrias químicas, de explosivos, fabricação de corantes, 
conservantes de madeira, conversão de celulose em papel e processos de queima de 
carvão (PAISIO et al., 2009). Também são encontrados em desinfetantes e 
antissépticos e, consequentemente eles possuem um elevado potencial para poluição 
ambiental (PAISIO et al., 2009). Possui ação bactericida, devido ao mecanismo de 
coagular proteínas de microrganismos, como bactérias, embora alguns 
microrganismos sejam capazes de utilizar o fenol como única fonte de carbono e 
energia, transformando-os em produtos menos tóxicos (GRACIOSO, 2012).  
Compostos aromáticos também podem ser produzidos biologicamente e alguns 
destes podem ser degradados pela maioria dos organismos como, por exemplo, os 
três aminoácidos aromáticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) (FUCHS et al., 2011). 
Outros produtos aromáticos biologicamente produzidos também são encontrados na 
biomassa de plantas terrestres, incluindo uma grande variedade de produtos 
secundários produzidos por estas (FUCHS et al., 2011).  
A degradação de compostos aromáticos pode ocorrer de forma aeróbia ou 
anaeróbia, principalmente em bactérias e fungos. A degradação aeróbia é conhecida 
por ser iniciada pela hidroxilação para formar catecol, sendo este passo catalisado 
pela fenol hidroxilase, no caso do fenol. Posteriormente o anel aromático sofre a ação 
de enzimas que utilizam o oxigênio molecular para realizar a clivagem deste através 




hidroxilados,  através da enzima catecol 1,2 dioxigenase (FIGURA 02a); ou ii) fissão 
meta, que ocorre entre a ligação C-C vicinal  do carbono com hidroxila, através da 
enzima catecol 2,3 dioxigenase (FIGURA 02b); cada uma das clivagens forma 
diferentes intermediários do metabolismo central (WATANABE et al., 2001; CAO et 
al.,  
2009; FUCHS  et al., 2011). Os produtos finais de ambos os caminhos após 
uma série de reações conduzem a formação de moléculas que podem entrar no ciclo 
do ácido cítrico.  
Meios para eliminar ou degradar estes compostos em regiões contaminadas 
têm sido objetivo de extensas pesquisas e esforços internacionais.  A biorremediação 
é uma opção que oferece a possibilidade de destruir, ou tornar inofensivos, vários 
contaminantes através da utilização de microrganismos presentes no ambiente, 
capazes de metabolizar ou diminuir o efeito tóxico destes compostos e assim, limpar 
áreas contaminadas limpar áreas contaminadas (VIDALI, 2001; WATANABE, 2001; 
GRACIOSO, 2012). 






FIGURA 02. VIAS DE DEGRADAÇÃO AERÓBIA DE FENOL. a) degradação através da via orto com 
formação de intermediários do ciclo do ácido cítrico como produtos finais. b) degradação através da via 
meta com formação de acetaldeído e piruvato como produtos finais da reação; Fonte: Adaptado de 
RESENDE, 2007  
 
Os mecanismos envolvidos na tolerância a compostos aromáticos ainda não 
são totalmente compreendidos, mas sabe-se que tem um grande número de fatores 
envolvidos no processo e que vem sendo caracterizados (FIGURA 03) nos últimos 
anos (SEGURA et al., 2005), tais como: 




(1) Ativação ou inibição da transcrição de genes. 
(2) Alterações na membrana celular: solventes orgânicos se acumulam nas 
membranas bacterianas danificando-as e aumentando a sua permeabilidade e desta 
forma alteram funções vitais e/ou inibem as funções das proteínas de membrana. 
Este dano é geralmente seguido por lise celular e morte.  
As respostas em curto prazo de algumas bactérias que levam a alteração da 
membrana são: (a) a implementação de isomerização dos ácidos graxos insaturados 
cis para ácidos graxos insaturados trans, esta reação é mediada através de 
isomerases, dando uma vantagem seletiva para bactérias com membranas mais 
densas, permitindo a estas adaptarem-se às novas condições ambientais como, 
observado em Pseudomonas e Vibrio; (b) As bactérias também podem alterar a 
proporção de ácidos graxos saturados/insaturados; (c) aumentar o comprimento das 
cadeias destes ácidos graxos; (d) alterações nos fosfolípideos, mais especificamente 
na cabeça hidrofílica. As principais classes alteradas em Pseudomonas putida são: 
fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol e cardiolipina (RAMOS, et al., 2002; SEGURA, 
et al., 2012). 
(3) Efluxo do composto tóxico num processo depende de energia: 
microrganismos evoluíram e desenvolveram diferentes dispositivos para desintoxicar 
e expulsar substâncias. Estes dispositivos compreendem as bombas de efluxo que se 
estendem a partir da membrana interna para a membrana externa e permitem que as 
bactérias possam transportar os compostos para o meio externo . Entre estas bombas 
estão os transportadores ABC e transportadores de resistência a multidrogas que tem 
sido implicados na tolerância a solventes (RAMOS, et al., 2002; SEGURA, et al., 
2012). 
(4) Aumento na concentração de chaperonas: a presença dos solventes 
orgânicos alteram o dobramento de proteínas, sendo assim é necessária a produção 






FIGURA 03. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DOS MECANISMOS ENVOLVIDOS NA 
TOLERÂNCIA A SOLVENTES EM MICROORGANISMOS (SEGURA et al., 2012). 
 
Como já foi identificado genes que podem estar envolvidos em uma via de 
degradação de um composto fenólico ainda desconhecido em H. seropedicae SmR1 
e outra bactéria deste mesmo gênero apresenta capacidade de degradar e utilizar 
como única fonte de carbono diversos compostos aromáticos, o presente trabalho tem 
como justificativa avaliar a capacidade de Herbaspirillum seropedicae estirpe SmR1 
em degradar o composto aromático fenol e as alterações na expressão gênica deste 
organismo decorrente da  exposição a compostos aromáticos. Desta forma 
identificando o potencial da bactéria para aplicação em biorremediação em áreas 








2. OBJETIVOS  
 
O objetivo geral deste trabalho é avaliar a capacidade da bactéria Herbaspirillum 
seropedicae SmR1 crescer em meio contendo fenol, assim como a capacidade de 
utilizar este composto como única fonte de carbono.  
 
2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  
 
1. Verificar a tolerância e sobrevivência de H. seropedicae em meio contendo fenol. 
  
2. Selecionar e caracterizar mutantes espontâneos de H. seropedicae capazes de 
utilizar fenol como única fonte de carbono  
 
3. Obter e caracterizar estirpes de H. seropedicae capazes de utilizar fenol como 
fonte de carbono por cultivo em meio contendo concentrações crescentes desse 
composto.  
 
4. Identificar proteínas diferencialmente expressas em células cultivadas na presença 
de fenol. 
 

















3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1.  CONDIÇÕES DE CULTIVO 
 
As células de H. seropedicae estirpe SmR1 foram cultivadas em meio líquido 
NFbHPN-malato  pH 6,5 (KLASSEN et al. 1997) como  descrito abaixo, à 30ºC, sob 
agitação de 120 rpm por tempos variados.  
_____________________________________________ 
MgSO4.7H2O    2 x 10
-1 g/L 
NaCl      1 x 10-1 g/L 
CaCl2      2 x 10
-2 g/L 
Ácido nitrilo-triacético (NTA)         5,6 x 10-2 g/L 
FeSO4.7H2O     2 x 10
-2 g/L 
Biotina     1 x 10-4 g/L 
Na2MoO4.2H2O        1 g/L 
MnSO4.H2O       1,175 g/L 
H3BO3         1,4 g/L 
CuSO4.5H2O     4 x 10
-2 g/L 
ZnSO4. 7H2O           1,2 x 10
-1 g/L 
Malato de sódio                                           5 g/L 
____________________________________________ 
Como fonte de nitrogênio foi  adicionado  separadamente ao meio 20mmol/L de 
NH4Cl e também 50mmol/L de solução de fosfatos (K2HPO4 17,8 g/L; e KH2PO4 159,5 
g/L). Meios sólidos ou semi sólido foram preparados com adição de 1,5%  e 0,175% 
de ágar respectivamente. Todos os meios foram autoclavados a 120ºC, a 1,2 atm, por 








O antibiótico utilizado foi estreptomicina na concentração final de 80 μg/mL. 
A solução de antibiótico foi preparada dissolvendo o princípio ativo em água 
destilada autoclavada e a solução esterilizada através de filtração em filtro Millipore 
HAWP 0,22m. A solução foi mantida congelada a -20ºC. 
 
3.3. MANUTENÇÃO DA ESTIRPE BACTERIANA 
 
As culturas foram mantidas em meio NFbHPN-malato semi-sólido (0,175% de 
ágar)  e estocadas à temperatura ambiente. 
 
3.4. CONDIÇÕES DE CULTIVO DA BACTÉRIA EM MEIO COM FENOL 
 
As células de H. seropedicae estirpe SmR1 foram cultivadas em meio líquido 
NFbHPN-malato (KLASSEN et al., 1997) a 30ºC, sob agitação de 120 rpm por 24 
horas. Esta cultura foi inoculada em meio NFbHPN-malato contendo 50 mM de 
solução de fosfatos (K2HPO4 17,8 g/L; e KH2PO4 159,5 g/L), NH4Cl 20 mM, na 
presença do antibiótico estreptomicina (80 g/ml) e diversas concentrações de fenol 
utilizando uma solução estoque do composto (100 mM) preparada em água. 
 
3.5. SOLUÇÃO DE FENOL 
 
Solução de fenol foi preparada na concentração de 100 mM partindo de fenol 
sólido dissolvido em água destilada. A solução foi armazenada em frasco âmbar sob-
refrigeração. 
 
3.6. SOLUÇÃO DE ÁCIDO BENZÓICO  
  
Solução de ácido benzóico foi preparada na concentração final de 50 mM dissolvida 





3.7. DETERMINAÇÃO DA TOLERÂNCIA BACTERIANA AO FENOL 
 
Para determinar a tolerância a fenol, células foram inoculadas em meio 
NFbHPN-malato juntamente com concentrações variadas do composto aromático 
partindo da concentração 10 mM com diluições seriadas até 0,3 mM de fenol. Foram 
observados para determinação de tolerância a leitura da densidade ótica a 600nm 
(D.O.600nm) de hora em hora durante dez horas para determinação da taxa de 
crescimento em comparação à cultura controle cultivada na ausência de fenol.   
 
3.8. AMBIENTAÇÃO DA ESTIRPE SELVAGEM AO FENOL  
 
Realizou-se a ambientação da estirpe selvagem de H. seropedicae SmR1 na 
presença de 1 mM de fenol. A bactéria foi cultivada no meio NFbHPN-malato 
acrescido de 1 mM de fenol e mantida nesta concentração durante diversas 
passagens. Esta estirpe foi denominada RP. Sequenciamento do gene 16S rDNA foi 
utilizado para confirmação de espécie. 
 
3.9.  SELEÇÃO DE MUTANTES DE H. SEROPEDICAE RESISTENTES AO FENOL 
  
Para a seleção de mutantes espontâneos resistentes a concentrações 
elevadas de fenol, foram plaqueadas cerca de 107 a 108 células em meio NFbHPN 
sólido sem malato contendo concentrações letais do composto. 
 Também foram realizadas tentativas de obter mutantes através do crescimento 
em meio NFbHPN líquido na presença de baixa concentração de malato (0,5 g/L) na  
presença de diversas concentrações de fenol. Também  manteve-se a concentração 
de malato (5 g/L) presente no meio constante e realizaram-se diluições seriadas de 
fenol partindo de 10 mM até 0,31 mM. 
 
3.10. IDENTIFICAÇÃO DA ESPÉCIE POR SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S 
rDNA 
 
 O DNA extraído das bactérias isoladas foram utilizadas nas reações de 
amplificação (PCR) do gene 16S rRNA utilizando iniciadores específicos desenhados 




(YOUNG, 1992; CRUZ, et al., 2001).  Os amplificados foram sequenciados para 
confirmação da espécie. 
 
3.11. QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 
 
A quantificação de proteínas foi feita utilizando o método descrito por Bradford  
(BRADFORD, 1976). Solução de albumina bovina (BSA) foi utilizada como padrão. A 
curva padrão foi obtida utilizando BSA em concentrações de 0,6 μg até 6 μg. Todas 
as amostras foram analisadas em duplicata. 
 
3.12. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA DESNATURANTE (SDS-
PAGE) 
 
Extratos protéicos de células cultivadas na presença de compostos aromáticos 
foram comparados com a estirpe selvagem cultivada em condições normais por 
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante na presença de SDS segundo 
procedimento descrito por Laemmli (1970). 
 
3.13. ELETROFORESE BIDIMENSIONAL DE PROTEÍNAS 
 
A isoeletrofocalização (IEF) das proteínas foi realizada em equipamento IPGphor 
(GE Healthcare) utilizando cerca de 600 μg de proteína para extrato celular total e 
gradiente linear  de pH 3-10  em tiras de 13 cm e um volume total aplicado de 250 μL. 
Já para envelope celular foram utilizados  100 μg de proteína e a faixa de pH 4-7 linear 
em tiras de 7 cm e volume total de 125 μL. Para completar este volume, o volume 
contendo a quantidade de proteína a ser aplicada, juntamente com 1,5% de IPG-buffer 
pH 3-10 ou pH 4-7 foi acrescido de solução de reidratação (7 M uréia, 2% CHAPS, 2 M 
Tiouréia , 0,5% de tampão IPG, 50 mM DTT e traços de azul de bromofenol) a qual foi 
incubada por 30 minutos em gelo para otimizar a ação dos anfólitos presentes no IPG 
buffer. A reidratação foi realizada no equipamento IPGphor a 20ºC durante 12 horas. 
 A isoeletrofocalização foi iniciada logo após o término da re-hidratação em três 




- 500 Vhr, 1000 Vhr e 14500 Vhr, totalizando 15000 VhT para tiras de pH 4-7 para a 
amostra de envelope celular.   
- 1Vhr,  2900 Vhr ,14100 Vhr totalizando 17000 VhT para tiras de pH 3 – 10 para a 
amostra de proteínas citosólicas.  
Após a IEF as tiras foram imediatamente equilibradas ou armazenadas em 
congelador –70ºC para posterior utilização. 
 Após a isoeletrofocalização as tiras foram equilibradas duas vezes de 30 
minutos sob agitação para homogenização em 5 mL de tampão de equilíbrio, contendo 
6 M ureia, 30% (p/v) glicerol e 2% (p/v) SDS em 50 mM de tampão Tris-HCl, pH 8,8 e 
50 μL de solução de azul de bromofenol 0,25% (p/v). Ao primeiro passo, foram 
adicionados 50 mg de DTT ao tampão de equilíbrio e ao segundo passo foram 
adicionados 200 mg de iodoacetamida. Após os dois passos de equilíbrio as tiras foram 
submersas por alguns minutos em tampão de corrida e imediatamente submetidas à 
segunda dimensão: eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS (SDS-
PAGE). Para géis bidimensionais SDS-PAGE foram realizadas em géis de 18  cm x 16 
cm para o extrato celular total e 10 cm x 10,5 para as proteínas do envelope celular  cm 
em cuba tipo “Hoefer SE 600 Ruby” e “Hoefer E260 Mighty Small” (GE Healthcare). As 
tiras IPG foram posicionadas horizontalmente no topo do gel e cobertas com 2 mL de 
solução de agarose sealing (0,5% agarose, 1% SDS e traços de azul de bromofenol). A 
eletroforese foi feita limitando-se a corrente a 15 mA/gel nos 30 minutos iniciais e após 
30 mA/gel até o azul de bromofenol atingir o limite inferior do gel. A temperatura foi 
mantida a 12ºC por meio de refrigeração com circulador termostático Multitemp II. 
 
3.14. VISUALIZAÇÃO DOS GÉIS E CAPTURA DAS IMAGENS 
 
Após a corrida os géis permaneceram durante uma hora em solução fixadora 
(1,3% Ácido orto-fosfórico, 20% metanol) e em seguida  foram  corados com solução 
de Coomassie coloidal (0,8% Ácido orto-fosfórico, 20% Metanol, 8% Sulfato de 
Amônio, 0,08% Coomasie Blue G-250) por 12 horas, e descorados com água destilada. 
As imagens dos géis bidimensionais foram digitalizadas utilizando digitalizador de 
imagem específico para géis da GE Healthcare (LabScan). As análises dos géis 




adquirido da GE Healthcare. O gradiente de pH do gel foi calibrado conforme a faixa de 
pH da tira utilizada e a massa molecular foi obtida utilizando marcadores com massa 
molecular conhecida.  
 
3.15. EXTRAÇÃO DO ENVELOPE CELULAR  
 
As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas em 500 mL de meio NFbHPN 
Malato na presença e ausência de 1 mM de fenol partindo da D.O600 0,1 até atingir 
uma D.O600 aproximadamente 0,6 quando foram submetidas a choque com 5 mM de 
fenol ou 2,5 mM de ácido benzoico ou ausência de compostos aromáticos (controle). 
As culturas foram cultivada  por mais 3 horas.  
Após este período as células eram coletadas por centrifugação a 4700 x g 
durante 8 minutos a 4ºC, o precipitado foi ressuspenso em 8 mL de tampão SP (NaCl 
8,5 g/L; K2HPO4 7 g/L; KH2PO4 3g/L; pH 7,2) e sonicados com 15 pulsos de 15 
segundos com 15 segundos de intervalo em banho de gelo, em sonicador Ultrasonic 
Processor XL Heat Systems. O extrato celular foi centrifugado a 17949 x g por 10 
minutos a 4ºC, a solução sobrenadante resultante foi retirada com cuidado e 
submetida a ultracentrifugação a 144000 x g  durante uma hora e trinta minutos a 4ºC 
em ultracentrifuga Hitachi Himac CP90B rotor P50A2. 
O precipitado da ultracentrifugação era lavado com 1 mL de tampão SP e 
ultracentrifugado novamente nas mesmas condições. O precipitado final foi 
ressuspendido em 0,2 mL de solução de ressuspensão (8 M de ureia, 1,5 M  tiouréia, 
4% de CHAPS,  35 mM  Tris, 5 mM EDTA e 0,25% SDS) e armazenados a -20ºC para 
eventual análise 2D. 
 
3.16. EXTRAÇÃO DAS PROTEÍNAS CITOSÓLICAS 
 
As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas em 50 mL de meio NFbHPN 
Malato na presença ou ausência de 1mM de fenol partindo de D.O600 0,1 até D.O600 
aproximadamente de 0,6 quando foram submetidas a choque com 5 mM de fenol ou 
2,5 mM de ácido benzoico ou ausência de compostos aromáticos (controle) e 




Após este período as células foram coletadas através de centrifugação a 3400 
x g  durante 5 minutos a 4ºC, o precipitado resultante foi ressuspendido em 2mL de 
tampão de ressuspensão ( 8 M de ureia, 1,5 M tioureia, 4% de CHAPS ,  35 mM  Tris, 
5 mM EDTA e 0,25% SDS) e sonicados com 6 pulsos de 15 segundos com 15 
segundos de intervalo em banho de gelo. Em seguida o extrato celular foi 
centrifugado a 17949 x g durante vinte minutos a 4ºC e separado o sobrenadante do 
precipitado e armazenados a -20ºC  para posterior análise por eletroforese  2D. 
 
3.17. CONDIÇÃO DE CULTIVO E EXTRAÇÃO DE RNA 
  
H. seropedicae SmR1 foram cultivadas em NFbHP-Malato a 30°C até atingirem 
DO600nm de aproximadamente 0,6 quando foram adicionados  2,5 mM de ácido 
benzoico ou 5 mM de fenol. As culturas foram incubadas por 30 minutos a 30ºC sob 
agitação constante por 120 rpm. Após este período, as células foram coletadas e o 
RNA total foi extraído com o kit RiboPure BacteriaTM (Ambion) segundo orientações do 
fabricante. O RNA foi dissolvido em H2O livre de RNase e analisado por eletroforese 
em gel de agarose para verificar integridade do material isolado.  Após isolamento, o 
RNA foi tratado com DNase Buffer (Ambion®) e 2 µL de DNase I (Ambion®) (2 U/µL) 
a fim de eliminar possível DNA contaminante. A solução foi incubada em estufa a 
37ºC por 30 minutos e a reação foi interrompida através da adição de solução 
inativante. 
 
3.18. PRECIPITAÇÃO DO RNA  
 
O RNA extraído de cada uma das amostras foi posteriormente precipitado 
com 10% de acetato de sódio (3 M), 2% de glicogênio e três volumes de etanol 
96% e incubadas  a -20ºC por 2 horas e posteriormente centrifugadas (13400 
rpm) durante 15 minutos. O precipitado resultante foi lavado com etanol 70% 
gelado e centrifugado novamente por 15 minutos e o sedimento resultante foi 






3.19. DEPLEÇÃO DE RNA RIBOSSOMAL 
 
 Para depleção de rRNA, o RNA total (2,5 g) foi processado utilizando o kit 
Ribo-ZeroTM rRNA Removal (Epicentre) segundo recomendação do fabricante. 
 
3.20. CONSTRUÇÃO E SEQUENCIAMENTO DA BIBLIOTECA DE CDNA 
 
 Para construção das bibliotecas de cDNA foram utilizados 500 ng do RNA 
depletado de mRNA com o kit SOLiDTM Whole Transcriptome Analysis Kit segundo 
procedimento descrito pelo fabricante. O sequenciamento das bibliotecas foi realizado 
no aparelho SOLiD 4 (Life Techonologies). 
 
3.21. ANÁLISE DO TRANSCRIPTOMA 
 
 As sequências obtidas foram comparadas e mapeadas com os dados do 
genoma de H. seropedicae estirpe SmR1 utilizando o programa CLC Workbench 6.0.  
Os parâmetros para o mapeamento foram considerados leituras (reads) únicas, ou 
seja, que mapearam em apenas um local do genoma de H. seropedicae SmR1 e 
valores de fração de comprimento mínimo de 0,9 e de fração de similaridade mínima 
de 0,8. Estes parâmetros indicam que 90% da leitura deverá alinhar com 80% de 
semelhança contra a referência que é representada pelo genoma de H. seropedicae.  
A análise posterior e normalização das bibliotecas foram realizadas utilizando o 















4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1.  TOLERÂNCIA AO FENOL 
Para determinar a tolerância de Herbaspirillum seropedicae SmR1 ao fenol, as 
células foram cultivadas na presença de diferentes concentrações de fenol. O 
crescimento celular foi determinado através da leitura da absorbância a 600 nm da 
cultura de hora em hora durante 10 horas.  A FIGURA 04 mostra os resultados 
obtidos. 
 
FIGURA 04. CURVA DE CRESCIMENTO DO ORGANISMO H. seropedicae estirpe SmR1 EM MEIO 
NFbHPN-MALATO NA PRESENÇA DE DIVERSAS CONCENTRAÇÕES DE FENOL.Testaram-se 
concentrações de 0,31 mM até 5 mM.Os dados indicados como SmR1 correspondem as células 
cultivadas na ausência de fenol. As células foram incubadas a 30ºC sob agitação constante de 120rpm 
em meio líquido e a absorbância em 600 nm foi determinada nos tempos indicados. Os dados 
correspondem a uma determinação em experimento representativo. 
Em concentrações inferiores a 2,5 mM de fenol não foram observadas 
alterações significativas no crescimento quando comparada ao controle. Em 
concentrações inferiores a 2,5 mM de fenol, o tempo de geração foi de 2,0 horas 
(TABELA 01). Já na concentração de 5 mM de fenol foi observada uma diminuição 
na taxa de crescimento como resultado do  aumento do tempo de geração quando 




































fenol (dados não mostrados). Esses dados sugerem que a bactéria H. seropedicae 
apresenta tolerância quando cultivada na presença de concentrações inferiores a 
2,5 mM de fenol e que em concentrações superiores o crescimento bacteriano é 
seriamente comprometido. Este comportamento foi descrito para outras bactérias e 
trabalhos realizados com Pseudomonas sp. M1 cultivadas na presença de 
elevadas concentração de fenol (2,1 mM a 6,4 mM) afetaram a taxa de 
crescimento, sendo que em 6,4 mM  de fenol o  crescimento foi inibido a metade da 
taxa de crescimento máxima específica registrada na ausência de fenol (SANTOS 
et. al, 2007).   
CONDIÇÃO TEMPO DE GERAÇÃO 
Controle SmR1 2,0 
0,31 mM de Fenol  2,0  
0,62 mM de Fenol  2,0 
1,25 mM de Fenol  2,0 
2,5 mM de Fenol  2,1 
5 mM de Fenol  2,9 
TABELA 01. TEMPO DE GERAÇÃO DA ESTIRPE SELVAGEM NA PRESENÇA DE DIVERSAS 
CONCENTRAÇÕES DE FENOL. Tempo de geração em horas estimados a partir do gráfico das curvas 
de crescimento com diversas concentrações de fenol. Os dados correspondem a uma determinação 
em experimento representativo. 
 
4.2.  TENTATIVAS DE OBTENÇÃO DE ESTIRPES MUTANTES DE H. seropedicae 
SmR1 
 
 Foram testados diferentes procedimentos a fim de obter estirpes mutantes de 
H. seropedicae SmR1 capazes de utilizar fenol como única fonte de carbono.  
 H. seropedicae estirpe selvagem SmR1 foi cultivada em meio NFbHPN 
contendo 5 g/L de malato e 2,5 mM de fenol. Após duas passagens, a concentração 
de fenol foi mantida, mas a concentração de malato foi diminuída em 0,5 g/L. Esse 
procedimento foi repetido diversas vezes até chegar a concentração de 0,5 g/L de 
malato. Essas células foram então plaqueadas em meio NFbHPN ágar contendo 2,5 
mM de fenol e ausência de malato. Após incubação por 3 a 5 dias a 30ºC, as colônias 
crescidas foram inoculadas em meio NFbHPN líquido sem malato, mas contendo 2,5 







FIGURA 05.  REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO CULTIVO DA ESTIRPE SELVAGEM DE H. 
seropedicae NA PRESENÇA DE DIVERSAS CONCENTRAÇÕES DE MALATO. Estirpe selvagem de 
H. seropedicae cultivada na presença de concentração constante de 2,5mM de fenol e diversas 
concentrações de malato partindo de 5 g/L até 0,5 g/L.  
 
 Embora apresentassem crescimento no meio NFbHPN ágar na presença de 
fenol como única fonte de carbono, quando eram inoculadas no meio NFbHPN líquido 
não apresentavam crescimento. Acredita-se que alguma fonte de carbono presente 
no ágar adicionado ao meio NFbHPN sólido foi usada para o crescimento da bactéria 
para formar colônias. 
 Foi realizado um novo ensaio com cultivo da bactéria em meio NFbHPN com 5 
g/L de malato e variando a concentração de fenol. As células foram cultivadas em 
meio NFbHPN-Malato contendo fenol em concentrações variando de 0,31 a 10 mM. 
Após crescimento, a cultura era plaqueada em meio NFbHPN-ágar  contendo a 
respectiva concentração de fenol  na ausência de malato seguido de incubação a 
30ºC durante 3 a 5 dias.  
 As colônias que cresceram foram inoculadas em meio NFbHPN líquido na 
presença de fenol como única fonte de carbono e cultivados a 30ºC sob agitação 
constante de 120 rpm durante 24 horas e observado o crescimento. Das diversas 
tentativas com colônias isoladas nenhuma apresentou crescimento no cultivo em meio 






FIGURA 06.  REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO CULTIVO DA ESTIRPE SELVAGEM DE H. 
seropedicae NA PRESENÇA DE DIVERSAS CONCENTRAÇÕES DE FENOL. H. seropedicae SmR1 
na presença de diversas concentrações de fenol na tentativa de obter mutantes espontâneos capazes 
de crescer em fenol como única fonte de carbono. 
 
Realizaram-se diversos ensaios com cultivo da bactéria selvagem de 
H.seropedicae em meio NFbHPN Malato líquido contendo  concentrações crescentes 
de fenol. Partindo de concentrações subletais de fenol 2,5 mM, a cultura foi mantida 
por pelo menos duas passagens nesta concentração e em seguida aumentada 
gradativamente até 5 mM. Quando a estirpe atingiu esta concentração foi plaqueada 
em meio NFbHPN na presença de 0,7% de agarose com 5 mM de fenol como única 
fonte de carbono e deixadas em repouso a 30ºC em estufa durante 3 a 5 dias 
(FIGURA 07). Não houve crescimento de colônias no meio NFbHPN contendo 






FIGURA 07.  REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO CULTIVO DA ESTIRPE SELVAGEM DE H. 
seropedicae NA PRESENÇA DE CONCENTRAÇÕES CRESCENTES DE FENOL. H.seropedicae em 
meio NFbHPN Malato e na presença de  diversas concentrações de fenol partindo de 2,5 mM até 5 
mM. 
 
Foi realizado um teste de crescimento de Herbaspirillum seropedicae SmR1 
ambientada na presença de 1 mM de fenol, em placa de 96 poços com microdiluição 
seriada da concentração de malato partindo de 5 g/L até 0,0022 g/L na presença de 1 
mM de fenol (FIGURA 08). Foi crescido em estufa a 30ºC sem agitação por 24 horas 
e realizada a leitura da D.O600nm a cada doze horas.  
 
FIGURA 08. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO CULTIVO COM MICRODILUIÇÃO SERIADA. 
Cultivo com microdiluição seriada da concentração de malato presente no meio NFbHPN em presença 
de 1 mM de fenol representadas nas colunas de 1 a 12. Nas linhas (A a H)são representadas as 




A estirpe apresentou crescimento após 24 horas somente até a concentração 
de 0,62 g/L de malato, em concentrações inferiores não foi observado crescimento 
significativo. 
Não foi possível obter mutantes espontâneos de Herbaspirillum seropedicae 
SmR1 capazes de utilizar fenol como única fonte de carbono, o que pode ser atribuído 
a menor disponibilidade de carbono para a bactéria. Na presença de malato a bactéria 
é cultivada na presença de 37 mM de Malato, sendo que a concentração mínima para 
que ocorra crescimento da bactéria é em torno de 3,7 mM, a proximidade com as 
concentrações tóxicas para que se tenham concentrações iguais ou superiores a 
concentração mínima de malato para o crescimento com o fenol torna inviável este 
cultivo. Para a metabolização de fenol talvez sejam necessárias outras fontes de 
carbono presentes juntamente ao fenol no cultivo da bactéria para que não ocorra a 
parada do crescimento e posterior morte celular. 
 
4.3.    H. seropedicae SmR1 ESTIRPE RP 
 
Para testes posteriores foi feita a ambientação da estirpe selvagem SmR1 na 
presença de fenol na concentração de 1 mM em meio NFbHPN-malato durante seis 
meses. Esta concentração foi escolhida por não ser letal para a estirpe. Esta estirpe 
foi denominada RP.  
A taxa de crescimento da estirpe selvagem (SmR1) e aquela cultivada 
normalmente na presença de fenol (RP) foi determinada (FIGURA 09).   Observa-se 
que o tempo de geração estimado para a estirpe RP é superior ao da estirpe 





FIGURA 09. CURVA DE CRESCIMENTO DO ORGANISMO H. seropedicae SMR1 ESTIRPE 
SELVAGEM E RP. Cultivadas em meio NFbHPN-malato (5g/L) na ausência e presença de fenol 
respectivamente. Os dados indicados como SmR1 indica a estirpe selvagem na ausência de fenol ao 
meio. Dados apresentados como RP indica a estirpe ambientada na presença de 1 mM de fenol 
durante diversos cultivos. As células foram incubadas a 30ºC sob agitação constante de 120 rpm em 
meio líquido e a absorbância a 600 nm foi determinada nos tempos indicados. Os valores 
correspondem a média obtida de experimento realizado em duplicata. 
   
CONDIÇÃO TEMPO DE GERAÇÃO 
Controle SmR1 1,9 
RP 2,7 
TABELA 02.TEMPO DE GERAÇÃO DE H. seropedicae SMR1 ESTIRPE SELVAGEM E  RP.Tempo de 
geração em horas estimados a partir do gráfico das curvas de crescimento da estipe selvagem e RP. 
 
A estirpe RP foi confirmada como derivada de H. seropedicae através de 
análise de restrição do gene 16S rDNA amplificado.  
 
4.4. ENSAIOS DE PROTÊOMICA  
 
4.4.1. ENVELOPE CELULAR 
 
Foram analisados o perfil proteico do envelope celular das estirpes de H. 
seropedicae selvagem SmR1 e RP quando incubadas na ausência e presença de 
fenol, a fim de verificar possíveis diferenças em proteínas envolvidas na composição 
da membrana celular. Pode-se observar que algumas proteínas parecem 
































(FIGURAS 10 e 11), no entanto  mais análises precisam ser feitas para identificação 
destas proteínas. 
 
FIGURA 10. ELETROFORESE SDS-PAGE DE PROTEÍNAS DO ENVELOPE CELULAR. Eletroforese 
SDS-PAGE (12,5%) do envelope celular (50 µg) isolados da estirpe selvagem de H. seropedicae 
crescidas em meio NFbHPN – malato na ausência ou presença de fenol. 1) Estirpe selvagem de H. 
seropedicae SmR1 na presença de choque com 5mM fenol, 2) Estirpe selvagem de H.seropedicae 
SmR1 e  3 ) Marcador de Massa Molecular. As proteínas foram coradas por comassie coloidal. As 
setas indicam algumas das proteínas indicadas como diferencialmente expressas. 
 





FIGURA 11. ELETROFORESE BIDIMENSIONAL DO ENVELOPE CELULAR.Géis de eletroforese 
SDS-PAGE (10%) do envelope celular (100 µg) de H. seropedicae cultivado em meio NFbHPN-malato, 
obtidos através da tira de separação por IEF pH 4-7, corados com Coomassie G-250. Em (A) proteínas 
do envelope celular da estirpe selvagem de H.seropedicae, (B) estirpe RP na presença de 1 mM de 
fenol e (C) estirpe selvagem de H. seropedicae na presença de choque com 5 mM de fenol. As 
proteínas foram coradas com Coomassie coloidal. Os círculos azuis representam algumas das 
proteínas que foram identificadas como diferencialmente expressas entre as diversas condições. 
 
Já foi demonstrado que Pseudomonas putida KT2440 exposta a 8,5 mM de 
fenol apresentava várias alterações nas proteínas da membrana externa, em 
particular, diminuição na abundância de porinas (ROMA-RODRIGUES, et al.; 2010).   
Esta exposição  a fenol desencadeia uma redução adaptativa da permeabilidade da 
membrana externa, diminuindo a abundância destas proteínas de canal com atividade 




efluxo para reduzir a concentração intracelular de fenol (ROMA-RODRIGUES, et al.; 
2010). A mesma resposta adaptativa pode estar ocorrendo em H. seropedicae SmR1 
frente a adição de 5 mM de Fenol o que pode justificar  a alteração no perfil de 
proteínas do envelope celular. 
 
4.4.2.  PROTEÍNAS CITOSÓLICAS 
 
Foi verificada a existência de alterações na expressão de proteínas citosólicas 
em H.seropedicae estirpe selvagem SmR1 e estirpe RP, através de  eletroforese  
SDS-PAGE e eletroforese  bidimensional  após a três horas da adição de compostos 
aromáticos em comparação a estirpe selvagem na ausência destes compostos. Para 
a eletroforese SDS-PAGE comparou-se a expressão de proteínas solúveis e 
insolúveis antes da adição de compostos aromáticos o que foi chamado de tempo 
zero e após três horas da adição do composto aromático que foi denominado tempo 
três horas.  Foi possível verificar a existência de diversas proteínas diferencialmente 
expressas entre todas as condições tanto na fração solúvel quanto insolúvel (FIGURA 
12). No gel bidimensional (FIGURA 13) da fração solúvel das proteínas citosólicas de 
H.seropedicae estirpes selvagem SmR1 e RP na presença e ausência de fenol 
verificou-se diferenças no número e intensidade dos spots porém mais análises são 










FIGURA 12. GEL SDS-PAGE PROTEÍNAS CITOSÓLICAS. Eletroforese SDS-PAGE (12,5%) das 
proteínas citosólicas (15 µg) da estirpe selvagem de H seropedicae SMR1 e estirpe RP crescidas em 
meio NFbHPN – malato na ausência ou presença de compostos aromáticos, comparação das 
proteínas antes da adição dos compostos aromáticos nas linhas ímpares e três horas após a adição do 
composto aromático representados nas linhas pares. Em (A) fração solúvel, (B) fração insolúvel. Linhas 
1 e 2: estirpe selvagem de H. seropedicae SmR1; Linhas 3 e 4: estirpe selvagem de H. seropedicae 
SmR1 antes e após, respectivamente, da adição de 5 mM de fenol; Linhas 5 e 6: estirpe selvagem de 
H. seropedicae SmR1 antes e após respectivamente da adição de 2,5 mM de Ácido benzoico; Linhas 7 
e 8: H. seropedicae SmR1 estirpe RP antes e após a adição de 5 mM de fenol. As proteínas foram 








                                
 
         
 
FIGURA 13. GEL BIDIMENSIONAL DAS PROTEÍNAS CITOSÓLICAS. Géis de eletroforese SDS-
PAGE (12,5%) as proteínas citosólicas (600 µg) de H. seropedicae cultivado em meio NFbHPN-malato, 
obtidos através da tira de separação por IEF pH 3-10, corados com Coomassie blue G-250. Em (A) 
proteínas citosólicas da estirpe selvagem de H.seropedicae SmR1 (B) estirpe selvagem de 
H.seropedicae SmR1 na presença de choque com 5 mM de fenol e (C) estirpe RP na presença de 1 
mM de fenol. As proteínas foram coradas com Coomassie coloidal.  Os círculos azuis indicam algumas 
das proteínas que foram identificadas como diferencialmente expressas entre as diversas condições. 
 
4.5.   ANÁLISE DA EXPRESSÃO DOS GENES 
 
Em vista da dificuldade em obter um mutante de H. seropedicae resistente a 
fenol e considerando que esta bactéria é capaz de crescer na presença deste 




é incubada na presença de fenol e ácido benzóico. Esta análise foi realizada através 
da extração de RNA e sequenciamento global dos cDNA obtidos (transcriptoma - 
RNAseq). 
A fim determinar o período de incubação com o composto aromático, as 
estirpes SmR1 e RP foram cultivadas em meio NFbHPN-malato e quando atingiram 
OD600 de 0,5 os compostos aromáticos foram adicionados (5 mM de fenol ou 2,5mM 
de ácido benzóico). A absorbância de cada cultura foi determinada por até 4 horas da 
adição do composto aromático (FIGURAS 14 e 15). É possível observar que ocorre 
uma diminuição do crescimento celular após a adição do composto aromático. O 
resultado indica também que a estirpe selvagem (SmR1) é mais sensível a presença 
de ácido benzóico se comparado a fenol.  
Considerando o resultado obtido, o tempo de duplicação das células na 
presença de fenol e o objetivo de verificar a expressão de genes em resposta a 
presença do composto aromático, escolhemos utilizar o tempo de 30 minutos de 





FIGURA 14.CRESCIMENTO DA ESTIRPE SELVAGEM SmR1  NA PRESENÇA DE FENOL E ÁCIDO 
BENZÓICO. Curva de crescimento de Herbaspirillum seropedicae SmR1 na presença e ausência de 
compostos aromáticos. As culturas foram crescidas no meio NFbHPN malato líquido e no ponto 
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ácido benzoico. SmR1(1 e 2) ausência de compostos aromáticos. SmR1 (3 e 4) adição de fenol. SmR1 
(5 e 6) adição de ácido benzoico 
 
FIGURA 15. CURVA DE CRESCIMENTO DE Herbaspirillum seropedicae ESTIRPE RP NA 
PRESENÇA E AUSÊNCIA DE COMPOSTOS AROMÁTICOS. As culturas foram crescidas no meio 
NFbHPN malato líquido na presença de 1 mM de fenol e no ponto indicado pela seta foram 
adicionados 5 mM de fenol na cultura. RP (1 e 2) ausência de compostos aromáticos. RP (3 e 4) adição 
de fenol. 
 
Desta forma, as células foram cultivadas até atingirem D.O.600 de 0,5 quando o 
composto aromático foi adicionado (2,5 mM de ácido benzóico ou 5 mM de fenol). As 
células foram incubadas por 30 minutos e o RNA total foi extraído conforme descrito 
em material e métodos. Cinco condições foram utilizadas (FIGURA 16): A primeira 
condição era o controle da estirpe selvagem sem adição de nenhum composto 
aromático. A segunda condição consistia em realizar um choque através da adição de 
2,5 mM de ácido benzoico em uma das culturas crescidas na ausência de fenol. A 
terceira condição choque com 5 mM de fenol na cultura crescida na ausência de 
fenol. Quarta condição controle da cultura da estirpe RP ambientada na presença de 
1 mM de fenol. Quinta condição choque com 5 mM fenol na  cultura da estirpe RP 
ambientada na presença de 1 mM de fenol. Todas as condições foram realizadas em 
duplicata biológica e a primeira e segunda condições apresentam também duplicata 
técnica. O RNA total obtido foi analisado por eletroforese (FIGURA 17). Após extração 
do RNA total foi retirado os rRNAs utilizando-se o kit  Ribo-ZeroTM rRNA Removal 








FIGURA 16. ESQUEMA REPRESENTATIVO DAS CINCO CONDIÇÕES UTILIZADAS PARA A 





FIGURA 17. RNA TOTAL DE H. seropedicae ESTIRPES SmR1 e RP. Perfil eletroforético em gel de 
agarose 1% em TBE 1x.  RNA total foi extraído de H. seropedicae SmR1 crescido em meio NFbHPN-
malato até D.O600  0,6 como kit kit RiboPure
TM 
(Ambion) . Linhas 1: RNA total controle SmR1. Linha 3: 
RNA total SmR1 na presença de choque com 5  mM de fenol. Linha 5: RNA total SmR1 na presença de 
choque com 2,5 mM de ácido Benzoico. Linha 7: RNA total estirpe RP. Linha 9: RNA total estipe RP na 
presença de choque com 5 mM de fenol. Linha 11: RNA total duplicata técnica SmR1 presença de 
choque com 5 mM de fenol. Linha 13: RNA total duplicata técnica SmR1 na presença de choque com 
2,5 mM de ácido benzoico. As linhas pares referem-se à duplicata técnicas. Os rRNAs estão indicados 
pelas setas. O rRNA foi corado com brometo de etídeo e a imagem registrada em sistema UVP.  
 
FIGURA 18. RNA TOTAL E DEPLETADO de rRNA. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% em TBE 
1x. O RNA ribossomal foi retirado utilizando-se o kit Ribo-Zero
TM
 rRNA Removal (Epicentre). Nas linhas 
impares  é apresentado o RNA total extraído das amostras, ao lado nas linhas pares o RNA depletado 
da amostra correspondente a esquerda. Linhas 1 e 2: controle SmR1. Linhas  3 e 4: SmR1 na 
presença de 5  mM de fenol. Linhas 5 e 6: RNA SmR1 na presença de 2,5 mM de ácido benzoico. 
Linhas 7 e8: RNA estirpe RP. Linhas 9 e 10: RNA estipe RP na presença de 5 mM de fenol. Linhas 11 
e 12: RNA duplicata biológica SmR1 presença de 5 mM de fenol. Linhas 13 e 14: RNA duplicata 
biológica SmR1 na presença de 2,5 mM de ácido benzóico. O rRNA’s estão indicados pelas setas. A 
ausência das duas bandas características do rRNA Total nas linhas pares indicam a  que o 
procedimento para retirada do rRNA foi adequado.O gel foi corado com brometo de etídeo. 
 
Foram construídas e sequenciadas 14 bibliotecas de cDNA utilizando o sistema 
SOLiD (Life Technologies): duas replicatas biológicas (1 e 2)  de cada uma das  cinco  
condições e duas replicatas técnica (A e B) da primeira e segunda condição. As 
duplicatas técnicas foram agrupadas, analisadas juntamente no programa. Sendo 




Somando as dez bibliotecas analisadas foram obtidas um total de 
aproximadamente 205 milhões de sequências (leituras ou reads) (TABELA 03). Em 
seguida foi feito um corte de qualidade das sequências antes do mapeamento contra 
o genoma de H. seropedicae SmR1. Este corte foi feito com base em índices de 
qualidade das sequências através do programa CLC Genomics Workbench com um 
limite de 0,05 e sem nucleotídeos ambíguos, este corte visava manter apenas a 
porção de alta qualidade. Foram também excluídas sequências que tinham tamanhos 
menores do que 30 nucleotídeos devido estes serem muito curtos. Após o corte de 
qualidade foram obtidos aproximadamente 91 milhões de leituras. Estes reads obtidos 
foram mapeados contra o genoma de H. seropedicae SmR1. Somente foram aceitos 
reads únicos, mapeados dentro da região codificadora de cada gene na direção 5’-3’. 















SmR1 Controle 1 A 39.650.804 19.179.465 4.749.561 24,76% 
SmR1 Controle 2 A 8.080.468 3.315.736 950.616 28,67% 
SmR1 Controle 1 B 30.129.858 14.214.812 3.106.791 21,86% 
SmR1 Controle 2 B 10.165.697 4.515.646 1.166.696 25,84% 
SmR1 Fenol 1 A 34.968.657 14.139.103 7.017.206 49,63% 
SmR1 Fenol 2 A 19.214.682 8.874.296 3.478.101 39,19% 
SmR1 Ác. Benz.1 A 37.397.148 16.834.049 5.085.219 30,20% 
SmR1 Ác. Benz. 2 A 12.211.236 4.626.647 1.569.551 33,92% 
SmR1 Ác. Benz. 1 B 7.124.566 2.994.453 1.144.576 38,22% 
SmR1 Ác. Benz. 2 B 4.189.584 1.577.246 672.821 42,66% 
TABELA 03. SEQUÊNCIAS OBTIDAS DAS BIBLIOTECAS TRANSCRIPTÔMICAS PARA CADA 
CONDIÇÃO ANALISADA.  Número de leituras totais indica o tamanho total de cada biblioteca obtida. 
Número de leituras “cortadas” refere-se ao número de sequências obtidas após cortes com base nos 
índices de qualidade onde foram excluídas sequências menores do que 30 nucleotídeos. Número de 
leituras únicas, são leituras onde não estão inclusos os rRNAs. Porcentagem de leituras únicas refere à 





Para estimar o nível de transcrição dos genes expressos em cada condição foi 
necessário realizar a normalização dos reads através do programa CLC Workbench 
6.0. 
A normalização é realizada para obtenção dos valores de RPKM, que é 
importante por estimar os valores de expressão gênica levando em consideração o 
tamanho da biblioteca (número total de reads), o comprimento da sequência de um 
determinado gene de referência e o número de reads mapeados unicamente para 
este gene (GARBER et al., 2011). 
Em seguida foram selecionados genes com expressão diferencial entre as 
condições, utilizando alguns valores de corte como por exemplo: (a) os genes que 
apresentavam quantidade de sequências (reads) maior ou igual a três vezes de 
cobertura em pelo uma das bibliotecas; (b) valor de p menor ou igual a 0,05 ou seja 
com confiança de 95%; (c) diferença de expressão (fold change) foi primeiramente 
usado um valor de dois ou seja que tivesse diferença de expressão de pelo menos 
duas vezes maior ou menor na razão do valor de RPKM entre as condições 
comparadas. Devido ao elevado número de genes selecionados, foi utilizado um valor 
de corte maior que cinco vezes para selecionar os genes de maior interesse. Estas 
análises foram focadas para os ensaios utilizando a estirpe selvagem SmR1 na 
presença ou ausência de compostos aromáticos  (TABELA 04). 
No ANEXO I estão listados os genes, o nível de expressão, a classificação 





Número de genes 
diferencialmente  
expressos  
(fold change superior a 
2 e -2) 
Número de genes 
diferencialmente  
expressos  
(fold change superior a 
5 e -5) 
SmR1 vs. SmR1 Fenol 1434  485  
SmR1 vs. SmR1 Ác.Benz.  1260  358  
SmR1 Fenol vs. SmR1 Ác.Benz.  1189  330  
TABELA 04 NÚMERO DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS. Número de genes 
diferencialmente expressos nas diferentes comparações entre as condições, utilizando dois diferentes 





Dos 4804 genes de H. seropedicae SmR1 foram encontrados em média 390 
genes diferencialmente expressos, sendo eles aproximadamente 190 genes ativados 
e 205 genes reprimidos entre as comparações de cada condição (TABELA 05). A 
maioria dos genes apresenta nível de transcrição diferencial entre cinco a dez vezes, 
tanto ativados quanto os reprimidos, embora seja possível encontrar genes em que o 
nível de transcrição ultrapassa 100 vezes (FIGURA 19). 
 
Condição Número de genes 
ativados 
Número de genes 
reprimidos 
 


















TABELA 05 NÚMERO DE GENES ATIVADOS E REPRIMIDOS ENTRE CADA COMPARAÇÃO. 
Número de genes diferencialmente expressos ativados e reprimidos nas diferentes comparações entre 



























Magnitude de expressão 









FIGURA 19. DISTRIBUIÇÃO DO NÚMERO DE GENES DE H. seropedicae COM EXPRESSÃO 
DIFERENCIAL FRENTE A ADIÇÃO DE COMPOSTOS AROMÁTICOS EM RELAÇÃO À MAGNITUDE 
DE EXPRESSÃO. A magnitude da expressão é calculada pela razão entre os valores de RPKM das 
amostras. A magnitude de expressão corresponde ao número de vezes que o gene foi regulado 
(ativado ou reprimido) em relação ao controle. Representado em “A” a magnitude de expressão dos 
genes em resposta a adição de fenol em relação ao controle. Em “B” a magnitude de expressão dos 
genes em resposta a adição de ácido benzoico em relação ao controle. Em “C” a magnitude de 
expressão dos genes em resposta a adição de ácido benzoico em relação à amostra com adição de 
fenol. 
 
4.6.  ANÁLISE DOS COMPONENTES PRINCIPAIS 
 
Para identificar a relação entre as condições analisadas e sua similaridade foi 
utilizado um método estatístico de múltiplas variáveis através do emprego do PCA 
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A análise de componentes principais (PCA) é uma análise matemática de 
compressão e simplificação da informação que consiste em diminuir a dimensão dos 
dados originais para um menor conjunto de dimensões chamadas de componentes 
principais. O conjunto de dados é organizado na forma de uma matriz, onde as linhas 
podem ser amostras e as colunas variáveis (MATOS et al., 2003). O gráfico do PCA 
foi realizada em relação a três condições: o controle a estirpe selvagem de H. 
seropedicae SmR1, estirpe selvagem H. seropedicae SmR1 na presença de 5mM de 
fenol e a estirpe selvagem de H. seropedicae SmR1 na presença de 2,5 mM de ácido 
benzóico. Todas as condições foram analisadas em duplicata a partir dos RNA-seq 
obtidos através do programa (FIGURA 20). 
 
 
FIGURA 20. GRÁFICO PRINCIPAL COMPONENTE. Similaridade durante diversas condições de 




compostos aromáticos. Representado em azul a estirpe selvagem de H. seropedicae SmR1 (controle), 
em verde a estirpe selvagem  na presença de 5 Mm fenol e em amarelo  a estirpe selvagem na 
presença de 2,5 mM de ácido benzóico. 
 
As proximidades dos pontos que representam as duplicatas indicam que estas 
duas variáveis têm uma alta correlação positiva entre si, ou seja, percebe-se a 
existência de similaridade entre as amostras. Da mesma forma, a distância entre as 
diferentes condições quando comparadas ao controle indicam correlações negativas, 
neste caso existem características distintas que levam ao distanciamento dos pontos 
indicando diferenças significativas no perfil de expressão global do organismo H. 
seropedicae SmR1 frente  a adição de fenol e ácido benzóico. 
 
4.7.  CLASSIFICAÇÃO DOS GENES EXPRESSSOS 
 
Os genes expressos em cada condição foram distribuídos segundo as 
categorias funcionais baseadas na classificação COG (Clusters of Orthologous 
Groups of proteins) que separa grupos ortólogos de proteínas. As classes funcionais 
de genes mais representativa que sofreram ativação na presença de choque com 5 
mM de fenol foram: 1) Função desconhecida (26%), 2) Transporte e metabolismo de 
carboidratos (14%) e 3) Transporte e metabolismo de aminoácidos (12%) (FIGURA 
21). Já na presença de 2,5 mM de Ácido Benzoico foram as 1) Transporte e 
metabolismo de carboidratos (17%), 2) Transporte e metabolismo de aminoácidos 
(16%) e 3) Função desconhecida (13%) (FIGURA 22). Na comparação entre Fenol e 
Ácido Benzóico as classes mais representativas ativadas foram 1) Transporte e 
metabolismo de aminoácidos, 2) Função geral  e 3) Transporte, catabolismo e  
biossíntese de metabólicos secundários cada uma delas com 12% (FIGURA 23).  
As principais categorias funcionais de genes reprimidos mais representativos 
nestas condições foram: na presença de 5 mM de Fenol 1) Tradução, biogênese e 
estrutura ribossomal (24%), 2) Função desconhecida (11%); na presença de 2,5 mM 
de ácido benzoico: 1). Tradução, biogênese e estrutura ribossomal (17%)  2) Função 
desconhecida (13%). Já na comparação entre Fenol e Ácido benzóico as classes 
mais representativas reprimidas foram: 1) Função desconhecida (26%), 2) Transporte 








FIGURA 21.COMPARAÇÃO ENTRE A CLASSIFICAÇÃO DOS GENES ATIVADOS E REPRIMIDOS 
NA PRESENÇA DE FENOL. O número de genes de cada classe foi representado em porcentagem em 
relação ao total de genes diferencialmente expressos. 
 
 
FIGURA 22. COMPARAÇÃO ENTRE A CLASSIFICAÇÃO DOS GENES ATIVADOS E REPRIMIDOS 
NA PRESENÇA DE ÁCIDO BENZÓICO. O número de genes de cada classe foi representado em 




















































































FIGURA 23. COMPARAÇÃO ENTRE A CLASSIFICAÇÃO DOS GENES ATIVADOS E REPRIMIDOS 
NA PRESENÇA DE ÁCIDO BENZÓICO COMPARADO COM A ESTIRPE SELVAGEM NA PRESENÇA 
DE FENOL. O número de genes de cada classe foi representado em porcentagem em relação ao total 
de genes diferenciamente expressos. 
 
4.8.   GENES INDUZIDOS  
 
Os dados apresentados referente a análise dos genes diferencialmente 
expressos foi direcionada para a condição da estirpe selvagem na presença de fenol 
comparada a estirpe selvagem. 
 
4.8.1. MEMBRANA CELULAR  
 
O fenol é uma substância que altera as membranas bacterianas e provoca 
alguns tipos de respostas ao estresse causado. Uma das classes de genes afetados 
na presença deste composto aromáticos corresponde aos de parede celular que 
engloba as proteínas de membrana (TABELA 06). A membrana da célula bacteriana 
forma uma barreira de permeabilidade entre a célula e o seu meio externo protegendo 








































Pesquisas indicam que o fenol altera a membrana plasmática aumentando a 
permeabilidade desta, induz a fuga progressiva de constituintes celulares incluindo a 
liberação de íons potássio, reduz o estado energético da célula e afeta a função de 
muitas proteínas incorporadas à membrana (ZHANG et al., 2011).  
A tolerância a compostos aromáticos pode ser devido à tolerância intrínseca 
que é realizada através da regulação na expressão das proteínas da membrana 
externa de forma a aumentar a exportação de substâncias tóxicas e reduzindo a 
permeabilidade desta para a absorção destes compostos (ZHANG  et al., 2011). 
Os solventes orgânicos, tais como fenol, podem causar danos as células 
bacterianas devido a penetração destes compostos na bicamada lipídica e como 
consequência a fluidez da membrana é afetada e a bactéria induz respostas 
adequadas para diminuir estes efeitos.  
Entre estes genes está expresso o gene que codifica para uma proteína da 
família OmpA que é uma das principais proteínas de membrana externa e a mais bem 
estudada em Escherichia coli, e sabe-se que apresenta uma importante contribuição 
para a resistência a compostos tais como SDS e diversos estresses ambientais 
(WANG, 2002). Esta proteína também desempenha um importante papel na 
estabilidade da membrana externa.  
A indução destes genes possivelmente estejam envolvidos numa tentativa de 
reverter o aumento da permeabilidade da membrana de forma a impedir a perda de 
constituintes celulares além de recuperar a função da membrana plasmática frente ao 
composto aromático fenol.  
A expressão diferencial destes genes envolvidos no metabolismo de lipídios, 
possivelmente seja um mecanismo de resposta para diminuir a fluidez da membrana. 
A fluidez da membrana é reajustada principalmente por mecanismos compensatórios 






















Hsero_1996 24,03 Aciltransferase 
Hsero_1997 19,22 Acetilase antígeno-O 
Hsero_0185 17,86 Proteína de membrana externa 
(porina) proteína peptídeo sinal 
pgi 
Hsero_2497 
17,83 Proteína de membrana 
fadD 
Hsero_2567 




7,79 UDP-glucose 4-epimerase 
atoB 
hsero_0926 
7,55 Aceti-CoA acetiltransferase 
ugd  
Hsero_2003 
7,51 UDP-glucose 6-desidrogenase 
Hsero_0042 7,44 Proteína de ligação periplasmática 
Hsero_4038 6,45 Lipoproteina 
Hsero_2011 5,80 Proteína glicosiltransferase A 
Hsero_0927 5,69 Acil-CoA desidrogenase 
Hsero_4388 5,58 Proteína da família OmpA 
Hsero_3442 5,35 Desidrogenase cadeia curta 




5,17 Proteína fosfolipase A1 
TABELA 06. GENES SUPEREXPRESSOS ENVOLVIDOS NA MEMBRANA CELULAR OU NA 





Também foram encontrados entre os superexpressos genes envolvidos com a 
indução de espécies reativas de oxigênio (EROs) tais como como pqiA (Hsero_3430) 
e pqiB (Hsero_3428) com variação no nível de expressão de respectivamente de  
8,75 e 9,67, que podem indicar que está ocorrendo um estresse oxidativo e estas 
EROs podem estar causando danos às biomoléculas, tais como lipídios, proteínas e 
DNA (SUZUKI et al., 1997) em decorrência da adição do fenol.  
  
4.8.2. BOMBAS DE EFLUXO  
 
Entre os genes de maior indução no grupo dos diferencialmente expressos na 
presença de fenol estão as proteínas transportadoras com cassetes de ligação de 
ATP (transportadores ABC) que compreendem uma das maiores famílias de proteínas 
com especificidade de substrato. Estes, estão associadas com o transporte de 
substratos (LINTON, et al.,1998) utilizando a energia da hidrólise do ATP através das 
membranas celulares para o citoplasma (importação) ou para fora do citoplasma 
(exportação) (JONES & GEORGE, 2002; LOCHER, 2008). Entre estes solutos estão 
presentes açúcares, aminoácidos, íons orgânicos e exportação de toxinas. Estas 
bombas moleculares são encontradas em todos os filos, desde bactérias até o 
homem e desempenham uma grande variedade de papéis fisiológicos além de serem 
de considerável importância médica e econômica. 
Quase 5% do genoma total de Escherichia coli codifica componentes dos 
transportadores ABC. Em microrganismos os transportadores ABC são fundamentais 
para a resistência aos antibióticos e antifúngicos além de desempenhar um papel na 
virulência e capacidade de sobreviver a uma variedade de ambientes (LINTON, et 
al.1998). O número de transportadores difere muito entre espécies, organismos como 
E. coli, que pode viver em diversos ambientes, utiliza diferentes nutrientes e necessita 
se adaptar a grande variedades de condições externas, apresenta em torno de 70 
transportadores ABC que são codificados pelo seu cromossoma. Diferencialmente, 
outras espécies que tem estilos de vida restritivos apresentam muitos menos 
exemplos (LINTON & HIGGINS, 2001) 
 Hoje se sabe que embora os transportadores ABC sejam sistemas de absorção 
de nutrientes, muitos também desempenham a função de exportadores. Estes dados 




célula em Lactococcus lactis e em fungos que conferem resistência a agentes anti-
fúngicos (LINTON & HIGGINS, 2001). 
A unidade base do transportador ABC consiste de quatro domínios principais, 
sendo que cada domínio é codificado como um polipeptídeo separado como ocorre 
em procariotos, embora seja possível como nos eucariotos que os domínios estejam 
fundidos de diversas maneiras em polipeptídeos multidomínios (HIGGINS, et. al., 
1998). 
Em bactérias gram negativas, o sistema de transporte ABC (ATP-binding 
cassete) consiste de três ou quatro proteínas que são: a subunidade de ligação de 
ATP (ATPase), uma ou duas permeases, e uma proteína de ligação periplasmática 
(SEGURA, et al.,2005). Para melhor demonstrar a presença dos transportadores 
encontrados neste trabalho e seus níveis de expressão, estes foram agrupados e 
listados de acordo com suas subunidades como é mostrado na TABELA 07. 
 A expressão aumentada destes genes, em torno de 15 transportadores ABC, 
pode ser atribuída a adaptação da bactéria a alteração do metabolismo  devido a 
presença de fenol ao meio de cultura, além de uma tentativa da bactéria de exportar 
para fora da célula o composto aromático para manter o equilíbrio celular. Estes 
transportadores de aminoácidos e açúcares podem estar agindo de forma a 
reestabelecer o equilíbrio energético e manutenção dos constituintes celulares que 
foram perdidos através da alteração na permeabilidade da membrana, induzida com a 









Hsero_2566 59,51 Transportador ABC ATPase aminoácido 
Hsero_2565 36,41 Transportador ABC permease aminoácido 
Hsero_2564 29,05 Transportador ABC permease aminoácido 
Hsero_1019 23,74 Transportador ABC permease de açúcar 
Hsero_1018 36,43 Transportador ABC proteína 
periplasmática de açúcar 
Hsero_1017 27,57 Transportador ABC ATPase de açúcar 




Hsero_1498 7,86 Transportador ABC ATPase de 
aminoácidos 
Hsero_1497 32,9 Transportador ABC ATPase de 
aminoácido 
Hsero_1496 27,86 Transportador ABC permease de 
aminoácido 
Hsero_4024 6,83 Transportador ABC proteína 
periplasmática de aminoácidos 
Hsero_4023 14,92 Transportador ABC ATPase de açúcar 
Hsero_4022 14,7 Transportador ABC ATPase de açúcar 
Hsero_4021 5,62  Transportador ABC permease de açúcar 
Hsero_0729 14,15  Transportador ABC permease de açúcar 
Hsero_0728 14,24 Transportador ABC permease açúcar 
Hsero_0727 11,18 Transportador ABC proteína 
periplasmática de açúcar 
livG 11,38 Transportador ABC ATPase de 
aminoácido de cadeia ramificada 
livM 6,38  Transportador ABC permease de 
aminoácido de cadeira ramificada 
livH 14,44  Transportador ABC permease de 
aminoácido de cadeia ramificada 
livH 6,77  Transportador ABC permease de 
aminoácido de cadeira ramificada 
livK 5,63  Transportador ABC proteína 
periplasmática de aminoácido de cadeia 
ramificada 
Hsero_1039 10,34 Transportador ABC permease de açúcar 
Hsero_1038 7,38 Transportador ABC ATPase de açúcar 
Hsero_1037* 4,77 Transportador ABC proteína 
periplasmática de açúcar 
Hsero_1051 8,36  Transportador ABC proteína 




Hsero_1050 6,59  Transportador ABC permease de açúcar 
Hsero_1049* 4,94 Transportador ABC ATPase de açúcar 
Hsero_3169 6,41  Transportador ABC permease de 
peptídeo antimicrobiano 
Hsero_3168 8,3  Transportador ABC ATPase de peptídeo 
antimicrobiano 
Hsero_3167* 6,44 Proteína hipotética 
Hsero_4447 7,3 Transportador ABC proteína 
periplasmática de açúcar 
Hsero_4446* 8,59 Transportador ABC ATPase de açúcar 
Hsero_4445* 3,82 Transportador ABC permease de açúcar 
Hsero_4444 5,07  Transportador ABC permease de açúcar 
Hsero_4443 9,17  Transportador ABC permease de açúcar 
Hsero_0272 6,27 Transportador ABC proteína 
periplasmática de açúcar 
Hsero_0271 5,23 Transportador ABC permease de açúcar 
Hsero_0270* 3,82 Transportador ABC permease de açúcar 
Hsero_1161* 6,45 
 
Transportador ABC proteína 
periplasmática de aminoácidos 






Transportador ABC ATPase de 
aminoácido 
tauC 5,58  Transportador ABC permease de taurina 
Hsero_4251 5,52  Transportador ABC permease de 
aminoácido 
TABELA 07 VARIAÇÃO DO NÍVEL DE EXPRESSÃO DOS GENES ENVOLVIDOS NOS 
TRANSPORTADORES ABC NA PRESENÇA DE FENOL. Os genes foram agrupados segundo suas 
subunidades, sendo que cada transportador é composto de três ou quatro subunidades. (*) Genes que 
apresentavam algum valor abaixo ou acima da linha de corte utilizada para análise dos genes com 
variação no nível de expressão (fold change, valor de p e cobertura) porém fazem parte da subunidade 






4.8.3. EXPRESSÃO DOS GENES DE SÍNTESE DE EXOPOLISSACARÍDEOS 
 
Entre os genes ativados estavam presentes os genes que codificam para a 
síntese de Exopolissacarídeos (EPS) que são polímeros de carboidratos sintetizados  
interior das células, com estrutura altamente diversificada, uma camada extracelular 
que cobre a superfície de diversos microrganismos incluindo bactérias Gram-positivas 
bem como bactérias Gram negativas (SUTHERLAND, 1980; 
HIDALGO_CANTABRANA, et al. 2014) .Tem como principal função na fisiologia 
microbiana, a de promover a adesão das células formando agregados e está 
diretamente relacionado com as restrições ambientais sobre o microrganismo que o 
produz (COSTERTON et  al, 1995) 
EPS tem diversos potenciais de aplicação em setores, como alimentos, 
biotecnologia, cosméticos, medicamentos, bem como suas implicações para a saúde 
por apresentarem propriedade de formar soluções viscosas e exibirem um material 
pseudoplástico natural (HIDALGO_CANTABRANA, et al. 2014 & REHM, 2010). 
Produção de EPS por bactérias servem para agir como uma fronteira entre a célula e 
seu ambiente exterior, mais especificamente a existência de uma matriz entre as 
células pode apresentar muitas funções, incluindo facilitar a fixação inicial das 
bactérias às superfícies, formação e manutenção de microcolônias e estrutura de 
biofilme, maior resistência a estresses ambientais e agentes antimicrobianos 
(COSTERTON, et al., 1995). 
Sabe-se que a quantidade de EPS produzida varia com a espécie das 
bactérias e que fatores físico-químicos têm um papel crucial no rendimento deste. 
Estudos recentes mostram que a presença de EPS em torno das células evita o 
contato direto entre as células e metais pesados tóxicos, tais como cádmio e cobalto. 
Cianobactérias produtoras de EPS são considerados agentes quelantes promissores 
para biossorção de metais pesados a partir de águas contaminadas, além de 
contribuir para proteção contra outros estresses ambientais tais como radiação 
ultravioleta, estresse salino, biomineralização e dessecação (JITTAWUTTIPOKA, et 
al. 2013). 
 Entre as função atribuídas ao EPS, é que este está relacionado na interação 
planta-bactéria onde possibilitaria a colonização epifítica do hospedeiro vegetal. 
Também é descrito uma possível função na interação de fitopatógenos com o 




crescimento da bactéria no interior da planta infectada, podendo agir como uma 
barreira de proteção contra os diversos metabólitos de defesa vegetal. 
 Tadra-Sfeir (2011) e Balsanelli (2013) verificaram que genes mutagenizados 
e/ou deficientes na produção de EPS não afetaram a adesão, a colonização epifítica e 
endofítica por H. seropedicae SmR1 em ensaios utilizando milho como hospedeiro 
vegetal. Balsanelli (2013) também demonstrou que os genes de EPS estão reprimidos 
durante os primeiros passos da interação com o hospedeiro, sugerindo que o EPS 
neste organismo não participa do passo de adesão da colonização 
Todos os onze genes que codificam enzimas envolvidas com a síntese de EPS 
apresentam-se ativados na presença de fenol (FIGURA 29 e 30) com um nível de 
expressão maior que quatorze vezes como pode ser observado na TABELA 08. No 
momento do cultivo da bactéria na presença de fenol notava-se maior viscosidade dos 




FIGURA 24. NÍVEL DE EXPRESSÃO DIFERENCIAL DOS GENES QUE CODIFICAM PARA EPS NA 
COMPARAÇÃO ENTRE A ESTIRPE SELVAGEM E A ESTIRPE SELVAGEM CULTIVADA NA 
PRESENÇA DE FENOL. Os valores da expressão diferencial estão representados em valor de RPKM 
e as colunas representam os genes que codificam para eps. Os asteriscos representam genes que 


























SmR1 vs. SmR1 Fenol 
SmR1 vs. SmR1 Fenol 







FIGURA 25. REPRESENTAÇÃO DA DISTRIBUIÇÃO DOS GENES QUE CODIFICAM PARA EPS. Em 
azul demonstrado os onze genes que codificam para eps e estão localizados na mesma região do 
























epsL 15,55 0,079* 0,139* 1,10 18,93 6,54 101,80 
epsB 15,65 0,002 0,006 1,46 23,84 8,76 137,17 
epsD 14,24 0,031 0,063* 1,48 22,62 8,79 125,33 
epsA 29,69 0,023 0,049 2,53 81,03 15,15 449,89 
epsF 24,27 0,001 0,003 4,55 114,18 27,19 659,97 
epsG 30,58 4,24E-07 2,06E-06 3,25 100,49 19,44 599,85 
epsH 29,02 3,3E-08 1,86E-07 1,26 36,60 7,56 219,65 
epsM 29,62 0,0002 0,0008 1,50 45,51 8,96 265,37 
Hsero_1995 20,95 6,97E-51 1,47E-49 1,01 20,45 6,08 127,31 
Hsero_1996 24,03 9,11E-51 1,92E-49 0,87 20,09 5,20 124,97 
Hsero_1997 19,22 7,47E-11 5,41E-10 1,18 22,26 7,01 134,82 
TABELA 08 VALORES DE EXPRESSÃO DOS GENES QUE CODIFICAM ENZIMAS ENVOLVIDAS NA 
SÍNTESE DE EPS NA PRESENÇA DE FENOL. O nível de expressão representa a razão da média do 
RPKM das bibliotecas da estirpe selvagem de H.seropedicae SmR1 na presença de fenol pela média 
das bibliotecas da estirpe selvagem de H seropedicae SmR1.O valor de p e p-corrigido foram 
calculados através do programa CLC Genomics Workbench 6.0 através do teste de Baggerly e 
colaboradores (BAGGERLY et al., 2003). Cobertura e RPKM representam a média dos valores obtidos 
para cada uma das bibliotecas através do programa CLC workbench 6.0. (*) Indica valores de p e p 
corrigido acima de 0,05. 
 
A síntese aumentada de EPS pode estar envolvida na proteção contra 
variações bruscas no ambiente (COSTERTON et al.,1987) como por exemplo  em 
resposta  a adição de elevadas concentrações de fenol ao meio. 
Este aumento na expressão dos genes do EPS podem ser uma das causas da 
tolerância da bactéria frente a altas concentrações de fenol, podendo ter um papel 
semelhante evitando o contato direto do composto aromático com a célula. A 




a diminuir a permeabilidade da membrana plasmática, diminuindo desta forma o efeito 
tóxico do fenol. 
 Na presença de ácido benzoico não houve alteração na expressão destes 
genes, indicando que sua expressão é específica para fenol e não para compostos 
aromáticos em geral. Ácido benzoico têm proteínas transportadoras que permitem a 
entrada deste composto aromático e também sua degradação através de uma via do 
tipo orto que tem como produto final intermediários do ciclo do ácido cítrico, sendo 
assim o ácido benzoico não estressa tanto o organismo quanto comparado ao fenol.   
4.8.4. CHAPERONAS 
 
Outra classe de genes identificados que estão envolvidos na resposta a adição 
de fenol foram os de  estresse por choque térmico  e síntese de chaperonas que 
estão indicados na TABELA 09.  A expressão destas proteínas envolvidas no choque 
térmico são induzidas por diversos fatores ambientais tais como alterações de pH, da 
osmolaridade, irradiação UV e a presença de substâncias tóxicas tais como: etanol, 
antibióticos, compostos aromáticos ou metais pesados (RAMOS, et al.,2001). 
Estes dados corroboram os encontrados por Domínguez-Cuevas e 
colaboradores (2006) e Segura e colaboradores (2005), que mostraram que em 
Pseudomonas putida exposta ao composto aromático tolueno, ocorre um aumento na 
expressão de genes ou proteínas envolvidos na categoria “resposta ao choque 
térmico” (groES, groL, grpE, dnaK). Estas chaperonas como, por exemplo, GroES, em 
muitos microrganismos evitam a agregação das proteínas e auxiliam no 
enovelamento  sob diferentes condições de estresses, incluindo estresse térmico 
(SEGURA, et al.,2005) .  
Estes genes superexpressos possivelmente indicam a presença de proteínas 
deformadas no citoplasma e auxiliam no redobramento de proteínas que foram 

















5,63 chaperona GroEL 
ibpA 
Hsero_1824 
15,29 molecular chaperona (16 kDa) proteina 
A de choque térmico 
htpX 
Hsero_3280 
5,89 Proteína de choque térmico 
dnaK 3,81 Proteína molecular de chaperona 
grpE  3,64 Proteína de choque térmico 24 (HSP-
70 cofator) 
TABELA 09. VALORES DE EXPRESSÃO DOS GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA POR 
ESTRESSE TÉRMICO E SÍNTESE DE CHAPERONAS IDENTIFICADOS NA PRESENÇA DE FENOL. 
 
4.8.5. VIA DE DEGRADAÇÃO DE COMPOSTOS AROMÁTICOS 
 
Embora não tenha sido notado crescimento na presença de fenol como única 
fonte de carbono, na presença de fenol adicionado ao meio ocorreu a superexpressão 
de genes (TABELA 10) potencialmente envolvidos na degradação de compostos 
aromáticos (ANEXO II). Estes genes podem estar envolvidos numa tentativa de 
degradação deste composto aromático e seus intermediários formados em vários 
pontos destas vias. Toda a via de genes envolvidos na degradação de benzoato e 2,4 












57,16 Transportador transmembrana de 4-hidroxibenzoato  
hmgA 
Hsero_1117 
48,50 homogentisate 1,2-dioxygenase 
mhpD  
Hsero_1118 
27,24 2-ceto-4-pentenoato hidratase  
gst  
Hsero_1119 
21,23 maleilacetoacetato isomerase  
Hsero_1676 14,09 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase  
isoA  
Hsero_1307 
8,00 catecol 1,2-dioxigenase  
pcaJ 
 Hsero_4001 




Hsero_4517 6,84 arilesterase  
Hsero_1553 6,56 2-poliprenil-6-metoxifenol hidroxilase 
hcaA2  
Hsero_1342 
6,45 fenilpropionato dioxigenase subunidade menor  
hcaA1  
Hsero_1341 








6,24 protocatecoato 3,4-dioxigenase subunidade beta 
pcaG 
 Hsero_3985 
5,34 protocatecoato 3,4-dioxigenase subunidade alfa 
Hsero_0585 5,15 proteína transmembranar de quimiotaxia aceitação-
metil I 
TABELA 10. VARIAÇÃO NO NÍVEL DE EXPRESSÃO DOS GENES ENVOLVIDOS NA DEGRADAÇÃO 




FIGURA 26. VARIAÇÃO NO NÍVEL DE EXPRESSÃO DAS ENZIMAS IDENTIFICADAS NAS VIAS DE 
DEGRADAÇÃO DE COMPOSTOS AROMÁTICOS. Em preto os produtos das reações, em vermelho 
representada as enzimas envolvidas  e os níveis de expressão de cada gene representado por N.E. na 







Os flavonóides são metabólitos secundários derivados da via dos 
fenilpropanóides produzidos por plantas superiores e tem diversas estruturas 
caracterizadas. Possuem diversas funções que incluem proteção UV, defesa, entre 
outros. Os flavonoides são importantes em diversas interações entre plantas e 
microrganismos funcionando tanto como fatores de defesa quanto moléculas 
sinalizadoras (LATEIF-ABDEL, K. & BOGUSZ, D. & HOCHER, V.; 2012) 
Os flavonóides são compostos de baixa massa molecular que compartilham um 
esqueleto comum de difenil-pirano (C6-C3-C6) que consiste de quinze carbonos 
distribuídos em dois anéis aromáticos  interligados por uma cadeia de três  átomos de 
carbono que formam um heterocíclico oxigenado (MARTÍNEZ-FLOREZ et al., 2002).  
MARIN, e colaboradores (2013) identificaram genes de H. seropedicae 
envolvidos numa via de degradação de flavonoides. Estes genes estão organizados 
em um operon composto por dez genes que foi denominado operon fde e os genes 
denominados fdeABCDEFGHIJ. 
Alguns destes genes em H. seropedicae estariam envolvidos na via de 
clivagem meta (fdeA, fdeJ e fdeG), produzindo intermediários para o ciclo do ácido 
tricarboxílico e também genes que catalisariam a reação que conduziria a 
protocatecuate, (fdeD e fdeE) que posteriormente seria degradado por outro operon 
pca conservado identificado no genoma de H. seropedicae (MARIN et al., 2013). 
 Os genes presentes neste operon fde na presença de fenol encontram-se 
induzidos (TABELA 11) com valores do nível de indução entre aproximadamente três 










































TABELA 11. VARIAÇÃO NO NÍVEL DE EXPRESSÃO DOS GENES ENVOLVIDOS NO 
METABOLISMO DE FLAVONÓIDES.  
 
Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a presença de fenol provoca 
alterações no metabolismo celular com a ativação de diversos genes e repressão de 
outros. Genes que codificam para enzimas potencialmente envolvidas com o 
metabolismo de compostos aromáticos foram induzidos na presença de fenol. Esses 
resultados sugerem que H. seropedicae é capaz de metabolizar fenol embora não 
possa sobreviver utilizando este como única fonte de carbono.  Um aspecto 
interessante desse estudo foi a indicação de que 26% dos genes ativados em 
resposta a fenol apresentam função desconhecida. Determinar o papel desses 
produtos poderá contribuir para o esclarecimento de novas respostas celulares a 


















H. seropedicae SmR1 apresenta tolerância a fenol em concentrações iguais ou 
menores que 2,5 mM; 
 
H. seropedicae estirpe RP foi obtida através do cultivo sucessivo na presença de 
1mM de fenol pelo período de 6 meses. 
 
Análises por eletroforese das proteínas do envelope celular e proteínas citosólicas da 
estirpe RP e selvagem SmR1 na presença de 5 mM de fenol apresentaram perfil 
proteico diferentes, indicando que a presença de fenol afeta a composição de 
proteínas citosólicas e da membrana de H. seropedicae; 
 
A análise do transcriptoma (RNA-seq) de H.seropedicae estirpe SmR1 indicou 
modificações na expressão de diversos genes em resposta a presença de compostos 
aromáticos.  
 
Em resposta a presença de fenol 485 genes apresentaram expressão diferencial, 
sendo que 275 genes foram induzidos e 210 reprimidos; na presença de ácido 
benzoico 358 genes apresentaram expressão diferencial, sendo que 152 genes foram 
ativados e 206 foram reprimidos. 
 
As classes de genes mais representativa dentre os genes ativados na presença de 
fenol  apresentava  função desconhecida (26%) e envolvimento com parede celular 
(14%). Nos genes reprimidos as classes que obtiveram maior expressão diferencial 
foram: Tradução, biogênese e estrutura ribossomal (24%) e função desconhecida 
(11%);  
 
Entre os genes ativados pela presença de fenol encontram-se aqueles  envolvidos  na 
degradação de flavonoides (operon fde) e aqueles  envolvidos no metabolismo de 
exopolissacarídeos (eps), sugerindo a formação de biofilme  em reposta a presença 
deste composto aromático. Outros genes ativados codificam para componentes de 
membrana plasmáticas, transportadores ABC, chaperonas, genes envolvidos em 




6. REFERÊNCIAS  
 
ATSDR , Agency for Toxic Substances and Disease Registry, Toxicological profile for 
phenol. U.S Department oh Health and Human Services, Public Health Service, 
Atlanta, 1998. 
 
BALDANI, J.I.; POT, B.; KIRCHOOF, G; FALSEN, E.; BALDANI, V.L.D.; OLIVARES, 
F.L.; HOSTE,B.; KERSTERS,K.; HARTMANN, A.; GILLIS, M.; DÖBEREINER, J. 
Emended description of Herbaspirillum seropedicae, inclusion of [Pseudomonas] 
rubrisubalbicans, a mild plant patrogen, as Herbaspirillum rubrisubalbicans com. Nov.; 
and classification of a group of clinical isolates (EF Group 1) as species 3. 
International Journal of Systematic Bacteriology, v.46, p.802-810,1996.  
 
BALDANI, J.I.;BALDANI, V.L.D.;SELDIN,L.;DÖBEREINER,J.;. Characterization of 
Herbaspirillum seropedicae gen. nov. sp. nov., a root associated nitrogen-fixing 
bacterium. International Journal of Systematic Bacteriology v.36, p.86-93,1986. 
 
BALSANELLI, E. Caracterização de fatores moleculares envolvidos na interação de 
Herbaspirillum seropedicae com gramíneas.2013. Tese (Doutorado em Ciências – 
Bioquímica) Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular, Setor de Ciências 
Biológicas, Universidade Federal do Paraná, Curitiba. 
 
BONFÁ, M.R.L.; GROSSMAN, M.J.; PIUBELI, F.; MELLADO, E.; DURRANT, L.R.;. 
Phenol degradation by halophilic bacteria isolated from hypersaline environments. 
Biodegradation, 2013. 
 
BRADFORD, M. M. Rapid and sensitive method for quantitation of microgram 
quantities of protein utilizing principle of protein-dye binding. Analytical 
Biochemistry, v. 72, n. 1-2, p. 248-254, 1976. 
 
CAO, B., NAGARAJAN, K., & LOH, K.C. ;. Biodegradation of aromatic 
compounds:current status and opportunities for biomolecular approaches. Applied 
Microbiology and Biotechnology, 85, 207-228, 2009. 
 
COSTERTON, J.W.; LEWANDOWSKI, Z.; CALDWELL, D.E.; KORBER, D.R.; LAPPIN 
–SCOTT, H.M.;. Microbial biofilms. Annual Review of Microbiology 49: 711-745, 
1995. 
 
CRUZ, L.M.; SOUZA, E.M.; WEBER, O.B.; BALDANI, J.I.; DÖBEREINER, 
J.;PEDROSA, F.O. 16S rDNA characterization of new nitrogen-fixing bacteria from 
Banana (Musa spp.) and pineapple (Ananas comosus (L) Merril). Applied and 





DÖBEREINER, J.;. History and new perspectives of diazotrophs in association with 
non-leguminous plants. Symbiosis, Rehovot, v. 13, p. 1-13, 1992.  
 
DÖBEREINER, J.,REIS, V.M.; PAULA, M.A.; OLIVARES, F.L.;. Endophytic 
diazotrophs in sugar cane, tuber plants and cereals. R. Palaciaos, J. Mora, and W. E. 
Newton (Eds.) New Horizons in Nitrogen Fixation. Kluwer Academic Publishers. 
Dordrecht, The Netherlands. 671–676, 1993 
 
FUCHS, G.; BOLL, M.; HEIDER, J.;. Microbial degradation of aromatic compounds – 
from one strategy to four. Nature Reviews Microbiology 9: 803-816, 2011. 
 
GARBER, M.; GRABHERR, M.G.; TRAPNELL, C.;. Computational methods for 
transcriptome annotation and quantification using RNA-seq. Nature Methods, 8(6): 
469-477, 2011. 
 
GILLIS, M., DÖBEREINER,J.; POT,B.; GOOR, M.; FALSEN, E.; HOSTE, B.; 
REINHOLD, B.; KERSTERS, K.;. Taxonomic relationships between [Pseudomonas] 
rubrisubalbicans, some clinical isolates (EF group 1), Herbaspirillum seropedicae and 
[Aquaspirillum] autotrophicum. In: M.Polsinelli, R. Materassi, and M. Vincenzini 
(Eds.) Nitrogen Fixation. Kluwer Academic Publishers. Dordrecht,The 
Netherlands. 293–294, 1990.  
 
GRACIOSO, L.H.;. Análise das proteínas expressas em resposta ao fenol em 
bactérias isoladas da zona industrial de Cubatão-SP. Dissertação (Mestrado em 




HIDALGO-CANTABRANA, C.; SÁNCHEZ, B.; MILANI, C.; VENTURA, M.; 
MARGOLLES, A.; RUAS-MADIEDO, P.;. Genomic Overview and Biological Function 
of Exopolysaccharide Biosynthesis in Bifidobacterium spp. Applied and 
Environmental Microbiology, p.9-18, 2013. 
 
HIGGINS, C.F.;. ABC Transporters: physiology, structure and mechanism – an 
overview. Research in Microbiology, 152, 205-210, 2001. 
 
IM, W.; BAE, H.; YOKOTA, A.; LEE, S.T.;. Herbaspirillum chlorophenolicum sp. nov., a 
4-chlorophenol-degrading bacterium. International Journal of Systematic and 
Evolutionary Microbiology, v. 54, p. 851-855, 2004 
 






JIMÉNEZ, J.I.; CANALES,  A.;  JIMÉNEZ-BARBERO, J.; GINALSKI, K.; 
RYCHLEWSKI, L.; GARCÍA,  J.L.; DÍAZ, E.; Deciphering the genetic determinants for 
aerobic nicotinic acid degradation: The nic cluster from Pseudomonas putida KT2440.  
Proceedings of the National Academy of Sciences 105: 11329–11334, 2008. 
 
JITTAWUTTIPOKA, T.; PLANCHON,M.; SPALLA, O.; BENZERARA, K.; GUYOT, F.; 
CASSIER-CHAUVAT, C.; CHAUVAT, F.;. Multidisciplinary Evidences that 
Synechocystis PCC6803 Exopolysaccharides Operate in Cell Sedimentation and 
Protection against Salt and Metal Stresses. Public Library of Science ,2013. 
 
JONES, P.M.;GEORGE, A.M.; Mechanism of ABC transporters: A molecular dynamics 
simulation of a well characterized nucleotide-binding subunit. Proceedings of the 
National Academy of Sciences, 99, 12639, 2002. 
 
KIRCHHOF, G., ECKERT, B.; STOFFELS, M.; BALDANI, J.I.; REIS, V.; HARTMANN, 
A. Herbaspirillum frisingense sp.nov.;a new bacterial species occurring in C4-energy 
plants. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology.51, 
p.157-168, 2001. 
 
KIVISTIK, P.A.; PUTRINS, M.; PÜVI, K.; ILVES, H.; KIVISAAR, M.; HORAK, R.;. Two-
Component System Regulates Membrane Functions and Protects Pseudomonas 
putida against Phenol. Journal of Bacteriology, p. 8109-8117, 2006. 
 
KLASSEN, G. et al. Effect of nitrogen compounds on nitrogenase activity in 
Herbaspirillum seropedicae SmR1. Canadian Journal of Microbiology, v. 43, n. 9, p. 
887-891, Sep 1997. 
 
LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of 
bacteriophage T4.Nature, v. 227, p. 680-685, 1970. 
 
LATEIF-ABDEL, K.; BOGUSZ, D.; HOCHER, V.;. The role of flavonoids in the 
establishment of plant roots endosymbioses with arbuscular mycorrhiza fungi, rhizobia 
and Frankia bacteria. Plant signaling & behavior, v.7, 2012. 
 
LINTON, K.J.; HIGGINS, C.;. The Escherichia coli ATP-binding cassette (ABC) 
proteins. Molecular Microbiology, 28(1),5-13,1998. 
 
LOCHER, K.P.;. Review Structure and mechanism of ATP-binding cassette 
transporters. Philosophical transactions of the royal society, 364,239-245, 2008. 
 
MACHADO, I. M. P.; YATES, M.G.; MACHADO, H. B.; SOUZA, E. M.; PEDROSA, F.  




Herbaspirillum seropedicae. Brazilian Journal Of Medical and Biological Research. 
29: 1599-1602, 1996.  
 
MARIN, A.M.; SOUZA, E.M.; PEDROSA, F.O.; SOUZA, L.M.; SASSAKI,G.L.;BAURA, 
V.A.; YATES, M.G.; WASSEM, R.; MONTEIRO, R.A.;. Naringenin degradation by the 
endophytic diazotroph Herbaspirillum seropedicae SmR1. Microbiology, 159, 167-
175, 2013. 
 
MARTÍNEZ-FLÓREZ S., GONZÁLEZ-GALLEGO, J., CULEBRAS, J.M., TUÑÓN, M.J.; 
Los flavonoides: propriedades y acciones antioxidantes. Nutrición Hospitalaria, 
17(6):271-8, 2002. 
 
NIKAIDO H.; Microdermatology: Cell Surface in the Interaction of Microbes with the 
External World. Journal of Bacteriology, v.181, n.1, p. 4-8, 1999. 
 
PAISIO, C.E; AGOSTINI, E; GONZÁLEZ, P.S ,BERTUZZI, M.L. Lethal and teratogenic 
effects of fenol on Bufo Arenarum embryos.  Journal of Hazardous Materials, 167: 
64-68, 2009. 
 
PEDROSA, F.O.; MONTEIRO, R.A.; WASSEM, R; CRUZ, L.M.; AYUB, R.A.; 
COLAUTO, N.B.; FERNANDEZ, M.A.; FUNGARO, M.H.; GRISARD, E.C.; HUNGRIA, 
M.; MADEIRA, H.M.; NODARI, R.O.; OSAKU, C.A.; PETZL-ERLER, M.L.; TERENZI, 
H.; VIEIRA, L.G.; STEFFENS, M.B.; WEISS, V.A.; PEREIRA, L.F.; ALMEIDA, M.I.; 
ALVES, L.R.; MARIN, A.; ARAUJO, L.M.; BALSANELLI, E.; BAURA, V.A.; 
CHUBATSU, L.S.; FAORO, H.; FAVETTI, A.; FRIEDERMANN, G.; GLIENKE, C.; 
KARP, S.; KAVA-CORDEIRO, V.; RAITTZ, R.T.; RAMOS, H.J.; RIBEIRO, E.M.; 
RIGO, L.U.; ROCHA, S.N.; SCHWAB, S.; SILVA, A.G.; SOUZA, E.M.; TADRA-SFEIR, 
M.Z.; TORRES, R.A.; DABUL, A.N.; SOARES, M.A.; GASQUES, L.S.; GIMENES, 
C.C.; VALLE, J.S.; CIFERRI, R.R., CORREA, L.C.; MURACE, N.K.; PAMPHILE, J.A.; 
PATUSSI, E.V.; PRIOLI, A.J.; PRIOLI, S.M.; ROCHA, C.L.;, ARANTES, O.M.; 
FURLANETO, M.C.; GODOY, L.P.; OLIVEIRA, C.E.; SATORI, D.; VILAS-BOAS, L.A.; 
WATANABE, M.A.; DAMBROS, B.P.; GUERRA, M.P.; MATHIONI, S.M.; SANTOS, 
K.L.; STEINDEL, M.; VERNAL, J.; BARCELLOS, F.G.; CAMPO, R.J.; CHUEIRE, L.M.; 
NICOLAS, M.F.; PEREIRA-FERRARI, L.; SILVA, J.L.; GIOPPO, N.M.; MARGARIDO, 
V.P.; MENCK-SOARES, M.A.; PINTO, F.G.; SIMAO, R.D.E. C.; TAKAHASHI, E.K.; 
YATES, M.G.;. Genome of Herbaspirillum seropedicae strain SmR1, a specialized 
diazotrophic endophyte of tropical grasses.  Public Library of Science Genetics 
v.7,n.5 e1002064, 2011. 
 
RAMOS, J.L.; GALLEGOS, M.T.; MARQUES, S.; RAMOS-GONZÁLEZ, M.I.; 
ESPINOSA-URGEL, M.; SEGURA, A.;. Responses of Gram-negative 






RAMOS, J.L.; DUQUE, E.; GALLEGOS, M.T.; GODOY, P.; RAMOS-GONZÁLEZ, M.I.; 
ROJAS, A.; TERÁN, W.; SEGURA, A.; Mechanims of Solvent Tolerance in Gram-
Negative Bacteria. Annual Review of Microbiology, 56, p.743-768, 2002. 
 
RESENDE, A.A.; Mecanismos Gerais de Degradação Bacteriana dos Compostos 
Hidrocarbonetos Monoaromáticos:Benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX). 
Monografia (Especialização em Microbiologia Ambiental e Industrial) 
Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciências Biológicas da 
Universidade Federal de Minas Gerais. Belo Horizonte, 2007. 
 
ROMA-RODRIGUES, C.; SANTOS, P.M.; BENNDORF, D.; RAPP, E.; SÁ-CORREIA, 
I.;. Response of Pseudomonas putida KT2440 to phenol at the level of membrane 
proteome. Journal of proteomics, 73, 1461-1478, 2010. 
 
RONCATO-MACCARI, L.D.B. Colonização de gramíneas por Herbaspirillum 
seropedicae e expressão de genes nif in planta. Tese (Doutorado em Ciências – 
Bioquímica) , Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular, Universidade 
Federal do Paraná. Curitiba, 2003. 
 
SANTOS, P.M., ROMA, V., BENNDORF, D., VON BERGEN,M.; HARMS, H.; SÁ-
CORREIA, I.; Mechanistic Insights Into the Global Response to Phenol in the Phenol-
biodegrading Strain Pseudomonas sp. M1 Revealed by Quantitative Proteomics. 
OMICS A Journal of Integrative Biology, v.11, n.3, 2007. 
 
SEGURA, A.; GODOY, P.; DILLEWIJN, P.V.; HURTADO, A.; SANTACRUZ, S.; 
RAMOS, J.L.;. Proteomic Analyses Reveals the Participation of Energy- and Stress-
Related in the Responde of Pseudomonas putida DOT-T1E to Toluene. Journal of 
Bacteriology, p. 5937-5945, 2005. 
 
SEGURA, A.; MOLINA, L.; FILLET, S.; KRELL, T.; BERNAL, P.; MUÑOZ-ROJAS, J.; 
RAMOS,  J.L;. Solvente tolerance in Gram-negative bacteria. Environmental 
biotechnology, 23:415-421, 2012. 
 
SEO, J.S.; KEUM Y.S & LI, Q.X. Bacterial degradation of aromatic compounds. 
International Journal of Environmental Research and Public Health. 6, 278-309, 
2009. 
 
SUTHERLAND, I.W.;  Biofilm exoplolysaccharides: a strong and sticky framework. 
Microbiology, 147, p. 3-9, 2001. 
 
SUZUKI, Y. J., FORMAN, H.J., SEVANIAN, A. Oxidants as stimulators of signal 





TADRA-SFEIR, M. Z. Caracterização Funcional de genes de Herbaspirillum 
seropedicae regulados pelo flavonóide naringenina. 2011. Tese (Doutorado em 
Ciências - Bioquímica) Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular, Setor 
de Ciências Biológicas, Universidade Federal do Paraná, Curitiba.  
 
VALVERDE, A.; VELÁZQUEZ, E.; GUTIÉRREZ, C.; CERVANTES, E.; VENTOSA, A.; 
IGUAL, J. Herbaspirillum lusitanum sp. nov., a novel nitrogen-fixing bacterium 
associated with root nodules of Phaseolus vulgaris. International Journal of 
Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 53, p. 1979-1983, 2003 
 
VIDALI, M.;.  Bioremediation. An Overview.  Pure and Applied Chemistry. 73(7):163-
1172, 2001.  
 
WANG,Y.;. The function of OmpA in Escherichia coli. Biochemical and biophysical 
research communications, 292,396-401, 2002. 
 
WATANABE, K. Microorganisms Relevant to Bioremediation. Current 
Opinion in Biotechnology , 12, 237, 2001. 
 
YOUNG, J.P.W.; JOHNSTON, A.W.B. The evolution os specificity in the legume-
rhizobium symbiosis. Trends in Ecology & Evolution v. 4, p. 341-349, 1989. 
 
ZHANG, D.F.; LI, H.; LIN, X.M.; WANG, S.Y.; PENG, X.X.; Characterization of Outer 
Membrane Proteins of Escherichia coli in Response to Phenol Stress. Current 
































ANEXO I – Genes ativados e reprimidos na presença de Fenol 
 
GENE NÍVEL DE 
EXPRESSÃO 






exaC 129,99 C - Energy production and conversion 18,80 2443,21 
Hsero_0186 85,94 R - General function prediction only 7,11 610,88 
Hsero_1897 77,33 S - Function unknown 2,95 228,04 
Hsero_2566 59,52 E - Amino acid transport and metabolism 1,19 70,88 
pcaK 57,16 G;E;P;R - 3,41 195,15 
hmgA 48,50 Q - Secondary metabolites biosynthesis, 
transport and catabolism 
21,63 1049,08 
Hsero_0569 44,49 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
7,95 353,78 
ycgB 42,52 S - Function unknown 14,68 624,26 
vanA 42,07 C - Energy production and conversion 8,65 363,94 
Hsero_2228 41,81 G;E;P;R  50,53 2112,53 
Hsero_2563 39,86 E - Amino acid transport and metabolism 0,95 37,84 
ndeD 36,60 Q - Secondary metabolites 
biosynthesis,transport and catabolism 
11,47 419,81 
Hsero_1018 36,44 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
4,94 180,15 
Hsero_2565 36,42 E - Amino acid transport and metabolism 1,13 41,17 
Hsero_1196 34,98 S - Function unknown 12,03 420,65 
Hsero_1497 32,90 E - Amino acid transport and metabolism 4,55 149,85 
ndeD 32,25 Q - Secondary metabolites 
biosynthesis,transport and catabolism 
8,70 280,46 
rbsK 32,22 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
1,36 43,88 
epsG 30,85 S - Function unknown 19,44 599,86 
epsA 29,69 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
15,15 449,90 
epsM 29,62 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
8,96 265,37 
acpD 29,30 I - Lipid transport and metabolism 43,94 1287,31 
Hsero_2564 29,06 E - Amino acid transport and metabolism 1,29 37,44 
epsH 29,02 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
7,57 219,66 
Hsero_4341 28,65 S - Function unknown 22,25 637,60 




Hsero_1496 27,86 E - Amino acid transport and metabolism 4,06 113,07 
Hsero_1017 27,57 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
3,06 84,47 
mhpD 27,24 Q - Secondary metabolites 
biosynthesis,transport and catabolism 
19,87 541,21 
galU 27,01 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
44,88 1212,12 
bfr 26,58 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
17,47 464,34 
fdsB 25,08 C - Energy production and conversion 4,91 123,14 
epsF 24,27 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
27,19 659,97 
Hsero_1996 24,03 I - Lipid transport and metabolism 5,20 124,97 
Hsero_1019 23,74 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
3,54 84,12 
Hsero_1016 23,40 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
3,14 73,47 
elaB 22,68 S - Function unknown 7,47 169,47 
vanB 22,25 C - Energy production and conversion 8,60 191,35 
Hsero_1197 22,08 S - Function unknown 59,11 1305,06 
livK 21,44 E - Amino acid transport and metabolism 3,47 74,34 
Hsero_1198  21,42 R - General function prediction only 58,89 1261,34 
gst 21,23 O - Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 
49,27 1045,91 
Hsero_1995 20,95 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
6,08 127,31 
rbsD 20,77 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
2,74 56,96 
Hsero_0571 20,69 G;E;P;R - 14,01 289,77 
Hsero_0029 20,17 S - Function unknown 19,39 390,99 
Hsero_0182 20,01 O - Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 
113,01 2261,68 
Hsero_1675 19,26 S - Function unknown 5,06 97,45 
Hsero_1997 19,22 I - Lipid transport and metabolism 7,02 134,82 
eutR 19,17 K - Transcription 1,07 20,46 
Hsero_0183 18,88 O - Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 
349,93 6606,47 
Hsero_1495 18,57 T;E - 17,27 320,81 
Hsero_1202 17,89 S - Function unknown 4,90 87,60 
Hsero_0185 17,86 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
1545,82 27608,51 
pgi 17,83 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
4,62 82,28 
Hsero_3381 17,63 S - Function unknown 23,61 416,38 
Hsero_3133 17,46 S - Function unknown 1,27 22,20 
fdsG 16,93 C - Energy production and conversion 6,06 102,59 
Hsero_1097 15,65 K - Transcription 33,08 517,93 
epsB 15,65 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
8,76 137,17 
Hsero_0045  15,44 S - Function unknown 14,87 229,62 
ibpA 15,30 O - Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 
237,12 3627,15 






Hsero_4022 14,71 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
6,55 96,27 
Hsero_0184 14,65 S - Function unknown 53,31 781,31 
livH 14,44 E - Amino acid transport and metabolism 19,17 276,87 
Hsero_4641 14,31 R - General function prediction only 24,23 346,65 
Hsero_0728 14,25 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
6,46 92,00 
Hsero_1355 14,23 S - Function unknown 14,21 202,21 
Hsero_0729 14,15 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
5,17 73,22 
coxC 14,15 C - Energy production and conversion 18,85 266,69 
Hsero_1676 14,09 E;R - 114,92 1619,58 
Hsero_3907 13,97 S - Function unknown 70,27 981,37 
Hsero_4105 13,91 S - Function unknown 13,95 194,02 
Hsero_1998 13,50 S - Function unknown 82,78 1117,19 
Hsero_4343 13,18 R - General function prediction only 13,84 182,41 
Hsero_1442 13,09 C - Energy production and conversion 4,42 57,80 
fadD 12,74 I - Lipid transport and metabolism 6,87 87,54 
Hsero_4103 12,60 S - Function unknown 11,18 140,93 
coxG 12,36 O - Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 
27,58 340,94 
Hsero_0409 12,30 S - Function unknown 323,16 3976,46 
pqiA 12,21 S - Function unknown 7,34 89,61 
Hsero_3023 12,09 S - Function unknown 167,08 2020,26 
otsA 11,56 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
67,22 776,73 
Hsero_4712 11,51 S - Function unknown 33,49 385,42 
livG 11,39 E - Amino acid transport and metabolism 33,43 380,61 
Hsero_0727 11,18 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
17,74 198,36 
Hsero_3875 11,18 T;E - 2,89 32,29 
coxA 11,15 C - Energy production and conversion 32,81 365,77 
prlC 10,71 E - Amino acid transport and metabolism 196,57 2105,38 
Hsero_1162 10,69 E - Amino acid transport and metabolism 19,62 209,78 
uvrB 10,66 L - DNA Replication, recombination and 
repair 
63,49 677,09 
phoH 10,58 T - Signal transduction mechanisms 385,26 4076,69 
Hsero_3436 10,42 S - Function unknown 19,54 203,56 
Hsero_1039 10,35 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
18,00 186,27 
speB 10,15 E - Amino acid transport and metabolism 6,38 64,79 
Hsero_1022 10,15 C - Energy production and conversion 5,09 51,60 
Hsero_1041 10,02 I;Q;R - 8,77 87,94 
Hsero_1441 10,02 S - Function unknown 9,92 99,42 
Hsero_3435  10,02 S - Function unknown 13,83 138,54 
Hsero_0583 9,99 R - General function prediction only 4,65 46,44 
sua5 9,95 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
73,89 735,17 
Hsero_2142  9,67 S - Function unknown 1641,60 15877,46 
pqiB 9,67 R - General function prediction only 19,82 191,62 
Hsero_3788 9,66 R - General function prediction only 10,64 102,77 




gpmB 9,51 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
56,66 538,61 
Hsero_2465 9,39 G;E;P;R - 64,10 602,18 
Hsero_2453 9,38 T - Signal transduction mechanisms 16,58 155,50 
Hsero_2677 9,38 S - Function unknown 3,36 31,55 
Hsero_0284 9,37 T - Signal transduction mechanisms 38,24 358,43 
Hsero_1901 9,36 S - Function unknown 9,04 84,61 
Hsero_1519 9,36 S - Function unknown 13,68 128,03 
Hsero_4443 9,17 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
2,58 23,66 
Hsero_1040 9,08 G;E - 24,18 219,62 
Hsero_3132 9,00 S - Function unknown 4,62 41,53 
Hsero_0726  8,84 H - Coenzyme transport and metabolism 18,73 165,56 
Hsero_0825 8,82 G;E;P;R -  13,47 118,82 
pqiA 8,75 S - Function unknown 13,32 116,53 
Hsero_4104 8,63 S - Function unknown 27,11 233,89 
Hsero_1738 8,60 S - Function unknown 144,02 1238,94 
zwf  8,46 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
59,54 503,47 
Hsero_1051 8,36 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
25,62 214,27 
Hsero_1134 8,33 S - Function unknown 5,16 43,00 
Hsero_3168 8,31 V - Defense mechanisms 35,84 297,76 
uxaA 8,29 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
2,63 21,83 
Hsero_1875 8,25 S - Function unknown 13,67 112,86 
Hsero_2209 8,20 S - Function unknown 3,81 31,25 
Hsero_0371 8,15 S - Function unknown 391,81 3193,81 
Hsero_0195 8,11 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
129,11 1046,99 
Hsero_3060 8,04 O - Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 
225,09 1809,19 
Hsero_1874  8,01 S - Function unknown 13,61 109,06 
isoA 8,00 Q - Secondary metabolites biosynthesis, 
transport and catabolism 
2,69 21,50 
pcaJ 7,98 I - Lipid transport and metabolism 4,60 36,69 
ispZ 7,97 D - Cell cycle control, cell 
division,chromosome partitioning 
43,14 343,86 
fdhF 7,90 C - Energy production and conversion 28,98 228,82 
Hsero_3366 7,86 S - Function unknown 126,39 994,06 
Hsero_1498 7,86 E - Amino acid transport and metabolism 21,96 172,66 
Hsero_1038 7,84 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
17,78 139,37 
mdoG 7,81 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
99,37 775,63 
galE 7,79 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
25,16 195,96 
tar 7,78 T;N - 17,79 138,43 
Hsero_2002 7,76 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
68,84 534,26 
katG 7,70 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
39,70 305,61 
Hsero_0283 7,68 S - Function unknown 7,35 56,47 





Hsero_3508 7,63 T - Signal transduction mechanisms 14,91 113,76 
Hsero_2577 7,62 S - Function unknown 4,47 34,05 
atoB 7,55 I - Lipid transport and metabolism 2,97 22,41 
ada 7,54 F - Nucleotide transport and metabolism 16,16 121,92 
ugd 7,51 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
57,81 434,39 
lon 7,50 O - Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 
474,68 3561,09 
coxB  7,49 C - Energy production and conversion 42,25 316,33 
wzxC 7,47 R - General function prediction only 31,87 238,22 
Hsero_0042 7,44 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
41,96 312,33 
Hsero_2247 7,42 S - Function unknown 25,74 191,07 
Hsero_4158  7,37 S - Function unknown 19,89 146,60 
Hsero_2576 7,36 S - Function unknown 6,83 50,28 
Hsero_4558 7,34 S - Function unknown 4,41 32,40 
Hsero_4447 7,30 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
6,00 43,86 
cybB 7,27 C - Energy production and conversion 86,80 630,93 
Hsero_0068 7,26 S - Function unknown 259,63 1885,79 
potH 7,25 E - Amino acid transport and metabolism 7,43 53,89 
Hsero_4102  7,22 L - DNA Replication, recombination and 
repair 
10,62 76,69 
tauA 7,19 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
6,15 44,19 
Hsero_1443 7,17 K - Transcription 3,09 22,16 
Hsero_1162 7,12 E - Amino acid transport and metabolism 8,08 57,58 
Hsero_2540 7,11 I;R -  33,17 235,95 
Hsero_4186  7,02 S - Function unknown 18,60 130,53 
edd 7,01 G;E -  57,47 402,84 
Hsero_0648 6,86 S - Function unknown 70,87 485,89 
epsJ 6,85 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
52,22 357,60 
Hsero_4517 6,84 R - General function prediction only 27,69 189,28 
Hsero_4024 6,83 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
55,80 381,30 
Hsero_4256 6,81 F;H - 3,80 25,91 
Hsero_1614 6,80 L - DNA Replication, recombination and 
repair 
46,40 315,36 
livH 6,78 E - Amino acid transport and metabolism 7,47 50,61 
Hsero_4642 6,71 O - Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 
36,95 248,05 
Hsero_4020 6,70 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
20,02 134,23 
Hsero_0730 6,66 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
8,71 58,01 
Hsero_0753 6,65 S - Function unknown 53,95 358,49 
papC 6,61 N;U - 4,45 29,46 
Hsero_1050 6,59 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
28,94 190,83 
Hsero_1553 6,56 C;H - 20,08 131,77 




yncB 6,55 R - General function prediction only 39,76 260,32 
groES 6,54 O - Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 
27,56 180,33 
Amn 6,54 F - Nucleotide transport and metabolism 254,22 1662,32 
Hsero_2007  6,51 S - Function unknown 24,84 161,79 
Hsero_4674 6,47 S - Function unknown 129,66 839,38 
Hsero_1552 6,47 S - Function unknown 44,89 290,37 
Hsero_3278 6,47 R - General function prediction only 111,48 720,78 
Hsero_1161 6,46 T;E -  40,73 262,95 
hcaA2 6,45 Q - Secondary metabolites biosynthesis, 
transport and catabolism 
5,87 37,87 
Hsero_3427 6,45 S - Function unknown 13,22 85,27 
Hsero_4038 6,45 S - Function unknown 3,06 19,74 
Hsero_3167 6,44 S - Function unknown 37,59 241,94 
Hsero_1440 6,43 C - Energy production and conversion 214,63 1379,73 
Hsero_3169 6,42 V - Defense mechanisms 16,92 108,64 
folD 6,41 H - Coenzyme transport and metabolism 339,65 2177,30 
livM 6,39 E - Amino acid transport and metabolism 3,12 19,96 
hcaA1 6,36 P;R - 6,27 39,90 
Hsero_3443 6,32 S - Function unknown 9,66 61,06 
Hsero_0272 6,27 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
10,51 65,91 
hipA 6,26 R - General function prediction only 9,67 60,55 
gabD1 6,25 C - Energy production and conversion 19,11 119,47 
Hsero_0918 6,25 S - Function unknown 21,88 136,70 
pcaH 6,24 Q - Secondary metabolites biosynthesis, 
transport and catabolism 
13,87 86,57 
Hsero_4033 6,22 S - Function unknown 10,69 66,47 
yhbH 6,19 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
4156,64 25718,25 
Hsero_0915 6,12 S - Function unknown 23,07 141,22 
Hsero_3111 6,12 C - Energy production and conversion 121,75 744,72 
Hsero_4340 6,11 T - Signal transduction mechanisms 203,52 1244,10 
Hsero_3411 6,11 S - Function unknown 4,70 28,70 
Hsero_0684 6,09 S - Function unknown 259,75 1583,12 
Hsero_4759 6,04 S - Function unknown 804,47 4855,11 
Hsero_3823 6,02 S - Function unknown 3,53 21,26 
Hsero_3726 6,02 R - General function prediction only 3,46 20,82 
lacA 6,00 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
3,66 21,99 
htpX 5,89 O - Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 
109,07 642,66 
Hsero_0635 5,89 S - Function unknown 127,84 752,32 
ahpF 5,86 O - Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 
82,72 484,57 
Hsero_3507 5,83 T - Signal transduction mechanisms 22,47 131,02 
Hsero_2531 5,83 R - General function prediction only 11,64 67,84 
Hsero_1356 5,80 K - Transcription 42,58 246,92 
Hsero_2011 5,80 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
46,67 270,56 
Hsero_4037 5,74 S - Function unknown 4,17 23,92 




Hsero_4392 5,71 R - General function prediction only 103,41 590,67 
Hsero_0927 5,69 I - Lipid transport and metabolism 4,37 24,88 
talB 5,69 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
1022,42 5813,14 
groEL  5,64 O - Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 
8,62 48,56 
Hsero_0683 5,63 S - Function unknown 896,50 5051,31 
livK 5,63 E - Amino acid transport and metabolism 387,81 2183,38 
Hsero_1111 5,63 S - Function unknown 15,16 85,32 
Hsero_4021 5,63 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
4,95 27,88 
potC 5,62 E - Amino acid transport and metabolism 9,23 51,90 
tauC 5,58 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
5,06 28,28 
Hsero_4388 5,58 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
255,08 1423,50 
Hsero_1501 5,57 C;H;R - 14,96 83,37 
Hsero_3751 5,57 T - Signal transduction mechanisms 18,96 105,55 
Hsero_4692 5,56 R - General function prediction only 4,61 25,64 
Hsero_3409 5,53 S - Function unknown 8,34 46,11 
Hsero_4251 5,53 E - Amino acid transport and metabolism 25,33 140,09 
Hsero_0636 5,50 S - Function unknown 145,14 798,12 
Hsero_0826 5,50 R - General function prediction only 23,15 127,26 
Hsero_1142  5,49 M;R - 3,78 20,73 
Hsero_0916 5,49 S - Function unknown 20,09 110,25 
Hsero_0432 5,44 G;E;P;R - 23,33 127,02 
Hsero_2533 5,39 S - Function unknown 12,32 66,41 
Hsero_2918 5,37 S - Function unknown 4,38 23,52 
Hsero_4030 5,37 S - Function unknown 12,92 69,31 
Hsero_3442 5,35 E - Amino acid transport and metabolism 6,86 36,67 
pcaG 5,34 Q - Secondary metabolites biosynthesis, 
transport and catabolism 
6,56 35,07 
cheD 5,33 T;N -  4,79 25,55 
Hsero_1610 5,30 S - Function unknown 51,11 270,62 
Hsero_2888 5,28 K - Transcription 13,90 73,33 
Hsero_3822 5,27 S - Function unknown 6,05 31,89 
Hsero_4689 5,27 S - Function unknown 49,62 261,42 
dadA 5,25 E - Amino acid transport and metabolism 4,97 26,10 
Hsero_3574 5,24 R - General function prediction only 22,95 120,37 
Hsero_0271 5,23 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
7,68 40,16 
eutB 5,23 E - Amino acid transport and metabolism 5,89 30,78 
clpA 5,21 O - Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 
833,42 4340,82 
Hsero_3582 5,19 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
457,69 2375,18 
pldA 5,17 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
23,89 123,60 
wrbA 5,16 R - General function prediction only 53,40 275,51 
Hsero_0585 5,15 Q - Secondary metabolites 
biosynthesis,transport and catabolism 
5,24 27,02 






Hsero_0028 5,14 S - Function unknown 31,72 163,10 
Hsero_3953 5,09 K - Transcription 14,49 73,76 
Hsero_4444 5,08 G - Carbohydrate transport and 
metabolism 
4,30 21,82 
adhP 5,07 R - General function prediction only 160,43 812,94 
iscS1 5,04 E - Amino acid transport and metabolism 192,65 971,78 
Hsero_0735 5,01 S - Function unknown 103,15 516,36 
Hsero_0962 -5,02 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
608,06 121,17 
Hsero_2372 -5,05 S - Function unknown 19,87 3,93 
Hsero_3196 -5,08 S - Function unknown 573,03 112,75 
Hsero_1829 -5,12 M;U -  202,55 39,56 
Hsero_1468 -5,13 S - Function unknown 916,79 178,88 
atpA -5,13 C - Energy production and conversion 4712,41 918,96 
fecI -5,16 K - Transcription 26,29 5,10 
ihfB -5,16 L - DNA Replication, recombination and 
repair 
4047,18 784,58 
flgA -5,16 N;O -  403,12 78,07 
pta -5,20 C - Energy production and conversion 198,33 38,15 
Hsero_3704 -5,22 I;Q - 285,65 54,74 
yhiH -5,26 V - Defense mechanisms 56,77 10,80 
Hsero_4615 -5,29 T;N -  42,22 7,98 
Hsero_1510 -5,33 L;R - 23,50 4,41 
fhuA -5,37 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
40,97 7,63 
trnG -5,37  3078,77 573,34 
Hsero_0310 -5,40 T - Signal transduction mechanisms 60,74 11,24 
uraA -5,48 F - Nucleotide transport and metabolism 50,33 9,18 
Hsero_2914 -5,49 T;N - 146,57 26,70 
cysW -5,50 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
53,49 9,73 
Hsero_3706 -5,50 I - Lipid transport and metabolism 33,03 6,00 
thiD -5,59 H - Coenzyme transport and metabolism 180,10 32,24 
Hsero_0999 -5,62 S - Function unknown 58,75 10,45 
Hsero_1556 -5,63 T;N -  58,84 10,44 
trnG -5,63  449,89 79,85 
trnQ -5,71  333,10 58,30 
atpE -5,72 C - Energy production and conversion 6600,08 1152,93 
Hsero_2071 -5,73 S - Function unknown 56,34 9,84 
Hsero_3135 -5,73 S - Function unknown 838,97 146,42 
Hsero_2403 -5,76 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
61,70 10,71 
trnN -5,82  182,85 31,39 
cydA -5,87 C - Energy production and conversion 331,50 56,43 
Hsero_3195 -5,93 I - Lipid transport and metabolism 189,76 31,99 
rpsK -5,94 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
5202,36 875,32 
efp -5,96 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
1790,57 300,20 
Hsero_0679 -6,00 I - Lipid transport and metabolism 26,42 4,40 
cysU -6,02 O - Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 
52,59 8,74 




trxB -6,03 O - Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 
759,70 125,96 
Hsero_3708 -6,04 R - General function prediction only 24,41 4,04 
gidB -6,05 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
199,57 33,01 
tsr -6,07 T;N -  20,21 3,33 
Hsero_2059 -6,09 S - Function unknown 188,57 30,97 
Hsero_4460 -6,14 I - Lipid transport and metabolism 39,08 6,37 
Hsero_4326 -6,15 E - Amino acid transport and metabolism 70,44 11,45 
Hsero_3056 -6,15 S - Function unknown 355,30 57,76 
tufB -6,16 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
1397,03 226,64 
Hsero_1830 -6,24 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
97,49 15,63 
rpsT -6,28 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
1186,23 188,76 
hutH -6,29 E - Amino acid transport and metabolism 35,86 5,71 
cheZ -6,31 T;N -  214,71 34,03 
Hsero_2723 -6,32 T;N - 86,76 13,72 
Hsero_1719 -6,34 K;R - 542,54 85,57 
fixS -6,43 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
62,25 9,68 
trnV -6,47  2370,47 366,64 
tpd -6,47 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
168,44 26,03 
ackA -6,48 C - Energy production and conversion 103,32 15,95 
Hsero_4260 -6,49 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
29,08 4,48 
trnY -6,50  956,21 147,19 
fnr -6,51 T - Signal transduction mechanisms 47,17 7,25 
Hsero_3148 -6,56 T;N - 275,56 42,02 
Hsero_3713 -6,57 S - Function unknown 40,66 6,18 
cysB -6,61 K - Transcription 104,99 15,89 
atpD -6,62 C - Energy production and conversion 5163,69 779,73 
fecI -6,69 K - Transcription 22,27 3,33 
fabI -6,69 I - Lipid transport and metabolism 24,28 3,63 
Hsero_2930 -6,75 S - Function unknown 1402,44 207,91 
sbp -6,75 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
166,78 24,72 
rfbG -6,84 M;G -  127,95 18,70 
glyA -6,85 E - Amino acid transport and metabolism 3531,19 515,47 
trnV -6,89  1221,62 177,37 
hlyB -6,92 U - Intracellular trafficking, secretion, and 
vesicular transport 
144,79 20,92 
Hsero_3190 -6,96 K - Transcription 57,68 8,29 
rpmB -7,07 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
2083,22 294,86 
Hsero_3710 -7,10 Q - Secondary metabolites biosynthesis, 
transport and catabolism 
29,67 4,18 
atpC -7,15 C - Energy production and conversion" 1325,85 185,42 
Hsero_1920 -7,23 R - General function prediction only 543,21 75,13 
carB -7,23 E;F - 2932,27 405,43 




rpsB -7,30 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
4510,11 618,13 
trnM -7,31  944,84 129,23 
trnA -7,32  286,46 39,12 
livF -7,34 E - Amino acid transport and metabolism 44,55 6,07 
gltP -7,35 C - Energy production and conversion 81,40 11,08 
Hsero_3206 -7,37 S - Function unknown 143,60 19,50 
cysA -7,38 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
94,55 12,81 
ssuA -7,38 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
28,75 3,89 
Hsero_3711  -7,43 S - Function unknown 27,65 3,72 
trnV -7,46  592,95 79,43 
atpG -7,47 C - Energy production and conversion 2606,29 349,07 
Hsero_3229 -7,48 S - Function unknown 35,28 4,72 
Hsero_2373 -7,51 S - Function unknown 25,99 3,46 
fusA -7,51 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
5204,82 692,75 
ahcY -7,52 H - Coenzyme transport and metabolism 775,86 103,20 
Hsero_3098 -7,55 R - General function prediction only 220,07 29,15 
rpoA -7,66 K - Transcription 1851,92 241,85 
ssuB -7,68 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
20,06 2,61 
pheT -7,69 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
211,50 27,49 
Hsero_2935 -7,70 E - Amino acid transport and metabolism 129,31 16,79 
rplK -7,72 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
2722,16 352,83 
Hsero_1916 -7,81 T - Signal transduction mechanisms 26,66 3,41 
rimM -7,82 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
1711,46 218,79 
Hsero_2399 -7,85 R - General function prediction only 75,53 9,62 
Hsero_1224 -7,87 K - Transcription 309,72 39,33 
Hsero_2060 -7,88 S - Function unknown 87,00 11,04 
amtH -7,90 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
29,43 3,73 
cheD3 -7,96 T;N - 22,09 2,77 
tsf -7,96 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
3983,07 500,30 
cheA -8,01 T;N -  198,47 24,78 
Hsero_2478 -8,21 S - Function unknown 170,85 20,80 
tsr -8,24 T;N -  128,55 15,61 
fixI -8,27 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
101,89 12,32 
rpmI -8,29 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
1834,12 221,30 
mqo -8,31 R - General function prediction only 165,27 19,88 
hisJ -8,35 T;E - 248,05 29,69 
tar -8,35 T;N - 60,66 7,26 
Hsero_0963 -8,37 R - General function prediction only 225,67 26,98 
Hsero_2724 -8,46 S - Function unknown 296,07 34,99 
ndk -8,56 F - Nucleotide transport and metabolism 2510,18 293,29 




trnL -8,61  200,92 23,33 
narL -8,79 K;T -  47,20 5,37 
Hsero_3322 -8,82 R - General function prediction only 78,10 8,85 
rpmG -8,83 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
11461,71 1297,35 
Hsero_3055 -8,84 K - Transcription 449,88 50,89 
rpsG -8,86 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
3586,17 404,63 
obgE -8,87 R - General function prediction only 132,21 14,91 
rpsP -8,87 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
1004,54 113,21 
Hsero_3228  -9,00 S - Function unknown 676,56 75,17 
phbC -9,06 I - Lipid transport and metabolism 91,91 10,14 
rplT -9,07 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
2052,54 226,30 
rpsL -9,10 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
6387,03 701,74 
Hsero_4803  -9,18 S - Function unknown 929,82 101,25 
ssuF -9,20 H - Coenzyme transport and metabolism 68,90 7,49 
Hsero_3541 -9,31 R - General function prediction only 125,69 13,49 
rpsJ -9,43 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
7130,90 756,37 
gltB -9,49 E - Amino acid transport and metabolism 837,47 88,21 
cysN -9,56 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
627,47 65,63 
rpsD -9,69 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
1645,17 169,81 
Hsero_3100 -9,77 S - Function unknown 591,91 60,59 
flhB -9,80 N;U -  83,00 8,47 
Hsero_1672 -9,85 C - Energy production and conversion 44,85 4,55 
trnP -9,85  427,11 43,36 
cysD -9,93 E;H - 817,88 82,36 
priB -10,09 L - DNA Replication, recombination and 
repair 
1681,30 166,69 
Hsero_3321 -10,53 R - General function prediction only 73,53 6,98 
Hsero_0306 -10,75 U - Intracellular trafficking, secretion, and 
vesicular transport 
20,40 1,90 
rplA -10,91 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
5342,53 489,80 
Hsero_2721 -11,00 S - Function unknown 135,08 12,28 
cysI -11,06 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
1026,66 92,81 
Hsero_3323 -11,31 R - General function prediction only 139,75 12,36 
rplM -11,43 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
3674,81 321,52 
rplJ -11,48 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
40300,95 3510,34 
cysH -11,72 E;H - 1134,39 96,80 
Hsero_3199 -11,74 S - Function unknown 184,89 15,75 
rpsR -12,02 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
3376,61 280,84 
rpsF -12,03 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
3551,09 295,09 





rpmA -12,19 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
926,50 75,98 
rplQ -12,28 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
4325,25 352,18 
gltD -12,39 E - Amino acid transport and metabolism 1228,38 99,16 
Hsero_2400 -13,44 T - Signal transduction mechanisms 157,65 11,73 
Hsero_3719 -13,88 S - Function unknown 85,66 6,17 
phnA -14,21 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
122,73 8,64 
trnL -14,40  22,18 1,54 
uspA -14,46 T - Signal transduction mechanisms 1111,91 76,89 
rpsI -14,69 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
2444,35 166,39 
rplI -14,81 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
799,71 54,00 
dksA -15,23 T - Signal transduction mechanisms 199,27 13,09 
Hsero_3031 -15,39 V - Defense mechanisms 27,78 1,80 
rplU -15,55 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
3638,02 233,99 
fixN -15,80 C - Energy production and conversion 1955,25 123,75 
fixG -15,98 C - Energy production and conversion 278,30 17,42 
ompC -16,50 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
1368,94 82,99 
ompW1 -16,75 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
647,87 38,68 
Hsero_0307 -17,78 U - Intracellular trafficking, secretion, and 
vesicular transport 
41,36 2,33 
trmB -18,41 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
508,45 27,62 
rplL -18,58 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
16109,54 867,06 
rpmJ -18,61 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
2800,60 150,53 
Hsero_1104 -19,07 C - Energy production and conversion 1770,94 92,85 
Hsero_0261 -20,24 S - Function unknown 703,15 34,74 
rplR -20,54 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
3860,69 187,98 
rpsN -21,00 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
2887,32 137,51 
rplN -21,53 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
1228,54 57,05 
rplO -21,56 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
2376,33 110,19 
Hsero_3323 -21,89 R - General function prediction only 738,11 33,72 
fixP -21,94 C - Energy production and conversion 760,86 34,68 
secY -22,26 U - Intracellular trafficking, secretion, and 
vesicular transport 
5033,55 226,09 
Hsero_1250 -22,61 T;N - 115,17 5,09 
rplX -22,67 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
3264,90 144,03 
Hsero_4295 -23,01 M - Cell wall/membrane/envelope 
biogenesis 
46608,10 2025,50 






rpmD -24,65 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
3923,59 159,20 
mgtA -25,34 P - Inorganic ion transport and 
metabolism 
72,84 2,87 
rplC -25,68 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
2874,38 111,94 
rplD -26,17 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
4787,24 182,95 
rpsE -26,22 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
4083,60 155,77 
rpsQ -26,73 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
6029,56 225,58 
fixO -27,25 C - Energy production and conversion 1135,01 41,66 
rplP -27,98 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
4980,84 178,04 
rplV -28,57 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
3133,70 109,68 
rpsH -28,59 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
2968,64 103,84 
infA -28,72 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
8024,42 279,41 
rplF -29,24 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
12978,30 443,87 
rpmC -31,00 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
7755,89 250,21 
rpsS -36,57 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
4574,13 125,07 
rpsC -37,01 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
5452,64 147,32 
rplB -39,72 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
3392,77 85,41 
rplW -44,61 J - Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
4636,13 103,93 













































4,99 Acetil-CoA aciltransferase 
Hsero_0456 3,04 Degradação de fluorobenzoato 
nthB 
Hsero_0931 
1,19 Nitrilase hidratase 
nthA  
Hsero_0932 
10,98 Nitrilase hidratase 
Hsero_0933 7,30 Amidase 
Hsero_1116 5,49 Transportador 4-hidroxibenzoato  
Hsero_1148 4,53 Mandelato racemase 
vdh 
Hsero_1149 
5,58 Transportador benzoato 
Hsero_1150 9,43 Benzoilformato decarboxilase 
Hsero_1283 2,20 Transportador benzoato 
catD 
Hsero_1303 
4,99 3-oxoadipato enol-lactonase 
catC 
Hsero_1304 
3.55 Muconolactona d-isomerase 
Hsero_1305 2.19 Proteína reguladora da transcrição família LysR 
catB2 
Hsero_1306 
1,68 Catecol 1,2 dioxigenase 
cbeA  
Hsero_1308 
11,12 clorobenzoate 1,2 dioxigenase 
cbeD  
Hsero_1311 
4,14 cis-diol dehidrogenase 
benK 
Hsero_1313 
5,76 Transportador benzoato 
benE  
Hsero_1314 
1,15 Transportador benzoato 
Hsero_1321 1,06 Ácido nicotínico hidroxilase 
iorA  
Hsero_1322 
1,64 Ácido nicotínico hidroxilase 




Hsero_1324 1,95 N-formil ácido maleamico deformilase 
Hsero_1325 1,05 2,5 hidroxipiridina dioxigenase 
entB 
Hsero_1326 
1,34 Maleamato amidohidrolase 
Hsero_1333 1,33 6 hidroxinicotinato monooxigenase 
Hsero_1334 1,31 Transportador benzoato 
Hsero_1422 2,22 Nitrilase 
Hsero_2321 1,84 Degradação benzoato 
Hsero_3319 1,37 Transportador benzoato 
pcaC 
Hsero_3519 
3,19 3 oxoadipato enol lactona hidrolase 
nagH 
Hsero_3663 
2,21 Degradação de aminobenzoato 
catA 1,68 Catecol 1,2 dioxigenase 
Hsero_3722 2,13 Degradação de benzoato 
paaF  
Hsero_3886 
1,81 Degradação de benzoato 
popB 
Hsero_3983 
4,42 p-hidroxibenzoato 2-monoxigenase 
pcaB  
Hsero_3987 
5,32 3 carboxi-cis,cis muconato  cicloisomerase 
pcaD 
Hsero_3989 
2,97 3 oxiadipato enol lactone hidrolase 
vanB 
Hsero_3991 
22,25 vanilato O-desmetilase oxidoredutase 
vanA 
Hsero_3992 
42,07 Vanilato monoxigenase 
pcaJ 
Hsero_4001 
7,97 3 oxoadipato CoA transferase subunidade A 
pcaI 
Hsero_4002 
3,59 3 oxoadipato CoA transferase subunidade B 
Hsero_4010 1,76 4-hidroxibenzoil-CoA-thioestease 
 
 
 
 
 
